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1 EINFÜHRUNG IN DIE THEMATIK 
1.1 Motivation  
Traumata, Tumorresektionen, degenerative Erkrankungen oder Stoffwechselstörungen sind 
die häufigsten Ursachen für Knochensubstanzdefekte, die aufgrund des demografischen Wan-
dels ein zunehmendes gesellschaftliches Problem darstellen. So rechnen beispielsweise Pet-
zold et al. bis 2040 mit signifikant steigenden Fallzahlen altersrelevanter orthopädisch-unfall-
chirurgischer Erkrankungen wie Osteoarthritis (+ 21 %), Osteoporose (+26 %) oder Traumata 
(+ 13 %) (Petzold et al., 2016). Gleichzeitig steigen Lebenserwartung und Aktivität der Patien-
ten, sodass zunehmend die Lebensdauer von Implantaten, wie Herzklappen- oder Gelenkpro-
thesen, überstiegen wird (Wilson und Hench, 2012). Dies wirkt sich nicht nur negativ im Hin-
blick auf Lebensqualität, sondern auch auf die Versorgungkosten aus. Auch die derzeit erfolg-
reichste konventionelle Therapie knöcherner Defekte – mittels patienteneigenen Knochenge-
webes – ist limitiert durch die begrenzte Verfügbarkeit und dem Risiko schwerwiegender Ne-
beneffekte. Die steigende Versorgungslast in Orthopädie und Unfallchirurgie und die Limitati-
onen konventioneller Therapieansätze erfordern die Entwicklung moderner Konzepte für die 
Knochendefektheilung.  
Vielversprechende Ansätze kommen vor allem aus dem Bereich der regenerativen Medizin. 
Ziel dabei ist es, durch Nutzung wissenschaftlicher Erkenntnisse verschiedenster Fachdiszip-
linen wie Zellbiologie, Materialwissenschaften, Biotechnologie, Chemie, Ingenieurwissen-
schaften und angewandter Medizin, endogene Reparaturmechanismen zu aktivieren und auf 
diese Weise funktionell beeinträchtigtes, erkranktes oder verletztes Gewebe zu regenerieren 
in Hinblick auf Morphologie, mechanische Eigenschaften und biologische Funktion (Richter & 
Diederichs, 2009). Aufgrund seines hohen regenerativen Potenzials ist Knochengewebe be-
sonders gut geeignet für Therapieansätze der regenerativen Medizin. Das Teilgebiet des 
Tissue Engineering forciert dabei den Einsatz von Biomaterialien als Scaffolds (Gerüststruk-
tur), welche mit biologisch aktiven Molekülen funktionalisiert sein können und mit Stamm- und 
Vorläuferzellen besiedelt werden. Die besiedelten Scaffolds werden bis zur Implantation in 
vitro kultiviert und zu funktionalen Geweben differenziert, um als biologische Substitute das 
defekte Gewebe und dessen Funktion wiederherstellen bzw. zu verbessern (Definition durch 
National Institutes of Health (NIH), USA 2004). Die hohe Komplexität dieser Strategie und die 
sich daraus ergebenden Herausforderungen sind der Grund, weshalb Knochen-Tissue Engi-
neering-Konzepte bis heute keine breite Anwendung in der klinischen Praxis gefunden haben. 
Eine entscheidende Limitation ist außerdem die initial fehlende Vaskularisierung von Scaffolds 
klinisch relevanter Dimensionen, die elementar ist, um die Zellen im Scaffoldinneren ausrei-
chend mit Sauerstoff und Nährstoffen zu versorgen und metabolische Nebenprodukte abzu-
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transportieren. Die Bildung nekrotischer Bereiche nach der Implantation führt meist zu irregu-
lärer Knochenbildung, verzögerter oder ausbleibender knöcherner Konsolidierung (Amini et 
al., 2012; Stegen et al., 2015). Eine Strategie um Limitationen bedingt durch die fehlende Va-
skularisierung zu umgehen, ist die Implantation bioaktiv-funktionalisierter Biomaterialien mit 
dem intrinsischen Potenzial, lokal zelluläre Regenerationsmechanismen zu initiieren – ohne 
extrakorporale Zellbesiedlung und in vitro Kultivierung. 
Ziel dieser Arbeit ist es, neue Konzepte für die Knochendefektheilung auf Basis eines Bioma-
terials zu entwickeln, welches sowohl die chemische Zusammensetzung, als auch die Mikro-
architektur der extrazellulären Matrix (EZM) des Knochengewebes imitiert. Als Scaffoldmate-
rial soll hierfür biomimetisch mineralisiertes Kollagen verwendet werden, um es gezielt für den 
Einsatz als Knochenersatzmaterial für regenerative Therapieansätze zu funktionalisieren. Da-
bei sollen zwei Strategien verfolgt werden, um die Knochendefektheilung aktiv zu fördern. 
Nach dem Konzept der in situ Regeneration sollen zum einen Scaffolds mit Strontium funktio-
nalisiert werden. Durch kontinuierliche Freisetzung therapeutisch wirksamer bioaktiver Stron-
tium-Ionen (Sr2+) soll die Knochenneubildung stimuliert werden. Die zweite Strategie folgt dem 
in situ Tissue Engineering-Konzept. Mittels Funktionalisierung mineralisierter Kollagen Scaf-
folds mit einem zentralen Wirkstoffdepot sollen durch kontrollierte Freisetzung chemoattrakti-
ver Signalmoleküle Zellen mit regenerativem Potenzial aus dem umliegenden Gewebe ange-
lockt werden, welche ihrerseits die Vaskularisierung und schließlich die Regeneration des Kno-
chengewebes stimulieren sollen.  
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1.2 Knochen und Autografts als Gold-Standard der Knochendefektheilung 
Knochen ist ein besonders dichtes Bindegewebe der Vertebraten, welches vorrangig eine 
Stütz- und Schutzfunktion für die inneren Organe übernimmt und als Sitz des Knochenmarks 
für die Hämatopoese verantwortlich ist. Von außen nach innen geht der feste, kompakte korti-
kale Knochen (Substantia compacta) in das schwammartige Gerüst des trabekulären Kno-
chens (Substantia spongiosa) mit den Knochenbälkchen (Trabekel) über. In der Markhöhle 
(Cavum medullare), dem Raum zwischen den Trabekeln, befindet sich das Knochenmark. 
Knochengewebe ist stark hierarchisch aufgebaut (Rho & Zioupos, 1998). Die funktionelle 
Grundeinheit des kortikalen Knochens sind die Osteone, welche ein anisotropes, longitudinal 
angeordnetes Porengefüge bilden. Die zentralen Haversschen Kanäle gewährleisten die Blut-
versorgung des Knochengewebes und sind über mikroskopisch kleine, transversal verlau-
fende Volkmann-Kanäle miteinander verbunden. Umgeben sind die Haversschen Kanäle mit 
etwa 20 – 30 konzentrisch angeordneten Knochenlamellen, welche aus Kollagenfasern auf-
gebaut sind. Diese Fasern bestehen aus mehreren mineralisierten Kollagenfibrillen, die sich 
aus Kollagenmolekülen (Tropokollagen Tripelhelix) und nanokristallinem Hydroxylapatit (HAP) 
zusammensetzen (Wegst et al., 2015) (Abbildung 1). Dieser hochgradig hierarchische Aufbau 
des Knochens verleiht ihm die besondere mechanische Eigenschaft, gleichzeitig stabil und 
flexibel zu sein – beides Schlüsseleigenschaften, welche sich in der Entwicklung synthetischer 
Materialien tendenziell gegenseitig ausschließen – und die den Knochen so robust und bruch-
fest machen (Wegst et al., 2015).  
 
Abbildung 1 Hierarchische Struktur des Knochengewebes von nanoskaligen Kollagenmolekülen über 
Kollagenfibrillen, welche sich zu mikroskaligen Kollagenfasern bündeln. Die Kollagenfa-
sern fügen sich zu Knochenlamellen zusammen, welche die Haversschen Kanäle umge-
ben und die makroskopischen Osteone bilden – die kleinste funktionelle Einheit des kor-
tikalen Knochens. (geändert nach Wegst et al., 2015) 
 
Die extrazelluläre Knochenmatrix in Form von Kollagen Typ I wird durch Osteoblasten sezer-
niert und bildet zunächst das Osteoid, bis es durch Mineralisierung mit nanokristallinem HAP 
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zur festen Knochenmatrix umgewandelt wird. Eingebettet in Knochen-EZM können sich die 
Osteoblasten nicht mehr teilen und werden zu Osteozyten, der zahlenmäßig größten Gruppe 
der Knochenzellen. Über ein komplexes strahlenförmiges Netz aus feinen Kanälen, den 
Canaliculi, stehen die Osteozyten miteinander durch Gap Junctions in Kontrakt und dirigieren 
im Cross Talk mit Osteoblasten und Osteoklasten die Remodellierung des Knochens.   
Der ständige Remodellierungs-Prozess – basierend auf der Aktivität Knochen-aufbauender 
Osteoblasten und -resorbierender Osteoklasten – ermöglicht einerseits eine dynamische An-
passung auf veränderte äußere Be- und Entlastungsreize sowie die Fähigkeit zur Regenera-
tion. Die mechanischen Eigenschaften des Knochengewebes sind somit abhängig von Loka-
lisation und der jeweiligen Belastung des Knochens. Für den kortikalen Bereich des mensch-
lichen Femurs bestimmte Currey et al. beispielsweise im Druckversuch mechanische Kenn-
werte von ca. 130 MPa (transversal) und 205 MPa (longitudinal) (Currey, 1970). 
Während kleinere Knochendefekte in der Regel eigenständig verheilen – sofern sie mecha-
nisch ausreichend stabilisiert sind – bedürfen größere Knochendefekte zusätzlicher therapeu-
tischer Unterstützung. Die Transplantation von autologem Knochengewebe (Autograft) dient 
hier als Gold-Standard der konventionellen Therapie von Knochendefekten überkritischer 
Größe (Amini et al., 2012). Neben dem Effekt, dass durch die Transplantation patienteneige-
nen Gewebes keine immunologische Abstoßungsreaktion zu erwarten ist, besitzt autologer 
Knochen außerdem alle nötigen Charakteristika für die effiziente Defektheilung. So sind Auto-
grafts (i) osteokonduktiv, da die natürliche Knochenmatrix eine optimale Gerüststruktur dar-
stellt, (ii) osteogen, da knochenbildende Stamm- und Vorläuferzellen enthalten sind und (iii) 
osteoinduktiv, da diese Zellen durch Expression verschiedener Signalmoleküle wie beispiels-
weise Wachstumsfaktoren und Zytokine die Geweberegeneration dirigieren (Janicki & Richter, 
2012; Laurencin et al., 2006). Jedoch ist autologer Knochen eine limitierte Ressource und die 
Entnahme – vorrangig vom Beckenkamm – erfordert einen zusätzlichen chirurgischen Eingriff 
mit den damit verbundenen Risiken. Dabei ist vor allem die Morbidität an der Entnahmestelle 
problematisch, welche bei vielen Patienten eine Reduktion der Lebensqualität verursacht 
durch beispielsweise sensorische Störungen oder persistierende Schmerzen, die wiederum 
durch Veränderung der Gangart weitere Schäden hervorrufen können (Colterjohn & Bednar, 
1997; Hafez et al., 2017). Da der alternative Ansatz einer Transplantation von Allo- (gleiche 
Spezies) oder Xenografts (speziesübergreifend) hingegen mit dem Risiko von Krankheitsüber-
tragung und immunologischer Abstoßungsreaktion behaftet ist, fokussiert sich die aktuelle For-
schung vorrangig auf die Entwicklung artifizieller Biomaterialien, welche die Knochendefekt-
heilung aktiv stimulieren. Optimaler Weise sollten diese Knochenersatzmaterialien biokompa-
tibel und resorbierbar sein und die natürliche Mikroumgebung der extrazellulären Knochen-
matrix möglichst imitieren (O’Brien, 2011). Eine der größten Herausforderungen ist dabei die 
Entwicklung mechanisch stabiler und gleichzeitig stark poröser Biomaterialien, die eine effizi-
ente Besiedlung und Vaskularisierung erlauben (Amini et al., 2012).  
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1.3 Knochen Tissue Engineering 
Das Tissue Engineering ist ein multidisziplinäres Teilgebiet der Regenerativen Medizin, wel-
ches unter Anwendung von Ingenieurs- und Lebenswissenschaften biologische Substitute ent-
wickelt, um erkrankte, defekte oder fehlende Gewebe wiederherzustellen, zu erhalten oder zu 
verbessern (Langer, 2000). Während nach dem klassischen Tissue Engineering-Konzept das 
regenerative Potenzial durch die zelluläre Komponente bestimmt wird, liegt der Fokus des in 
situ Tissue Engineering (oder auch in situ guided Tissue Regeneration) auf gezielt funktiona-
lisierten Biomaterialien, welche durch Freisetzung von chemoattraktiven Signalmolekülen kör-
pereigene Stamm- und Vorläuferzellen in die Defektregion rekrutieren (Jakob et al., 2012). 
Zellen mit regenerativem Potenzial werden demnach durch Chemotaxis zur Migration in die 
Scaffolds stimuliert, wo diese adhärieren, proliferieren und differenzieren sollen, um ihrerseits 
die körpereigene Regeneration und die Remodellierung des Knochenersatzmaterials zu na-
türlicher Knochenmatrix zu initiieren. Vom Begriff des in situ Tissue Engineering kann außer-
dem das Konzept der in situ Regeneration abgegrenzt werden, welcher 2002 durch Hench und 
Polak definiert wurde. Dieses Konzept beschreibt die Initiierung von körpereigenen Repara-
turmechanismen direkt durch Wechselwirkung des bioaktiv-funktionalen Biomaterials mit dem 
umliegenden Gewebe, unabhängig von der Stammzell-Rekrutierung (Hench und Polak, 2002). 
 
1.3.1 Klassisches Tissue Engineering Konzept 
Der klassische Tissue Engineering-Ansatz, welcher in den 1990er Jahren definiert wurde, hat 
dabei das Ziel mit patienteneigenen Zellen und einer bioartifiziellen Gerüststruktur (Scaffold) 
in vitro künstliche Gewebe zu „züchten“, welche nach Implantation das defekte Zielgewebe 
ersetzen sollen. Dabei gibt es verschiedene Herausforderungen wie: (i) die Identifizierung, 
Isolation und hinreichende Vermehrung der nötigen Zellen, (ii) die Entwicklung von Scaffolds, 
die den Anforderungen des zu ersetzenden Gewebes optimal entsprechen in beispielsweise 
Architektur, Stabilität, Porosität, Biokompatibilität und Biodegradierbarkeit, (iii) die gezielte 
Funktionalisierung dieser Scaffolds, um gewünschte zelluläre Mechanismen wie Adhäsion, 
Proliferation und Differenzierung zu induzieren und (iv) die gleichmäßige Besiedlung dieser 
Scaffolds und die hinreichende Versorgung der Zellen mit Nährstoffen und Sauerstoff. Jeder 
dieser Aspekte ist Gegenstand intensiver Forschung und zeigt die Komplexität des Tissue 
Engineering-Konzepts (Abbildung 2).  
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Abbildung 2  Schematische Darstellung des klassischen Tissue Engineering Konzepts  
 
1.3.2 In Situ Tissue Engineering-Konzept  
Eine grundlegende Limitation der klinischen Translation klassischer Tissue Engineering-Kon-
zepte für die Knochendefektheilung ist die initial fehlende Vaskularisierung, welche den 
Gasaustausch, die Nährstoffversorgung und den Abtransport metabolischer Abbauprodukte in 
besiedelten Scaffolds klinisch relevanter Dimensionen gewährleistet (Rouwkema et al., 2008). 
Während in Bioreaktoren die Versorgung tiefer liegender Zellen im Scaffold noch weitgehend 
möglich ist, sind diese nach der Implantation auf eine Nährstoffversorgung durch Diffusion 
angewiesen, welche laut Carmeliet und Jain auf ca. 200 µm begrenzt ist (Carmeliet & Jain, 
2000). Hypoxischer Stress der unterversorgten Zellen im Scaffoldinneren führt zwar zur Se-
zernierung proangiogener Signalmoleküle, welche eine Gefäßinvasion aus dem umliegenden 
Gewebe induziert – mit wenigen Mikrometern pro Tag ist diese spontane Vaskularisierung je-
doch nicht schnell genug, um nekrotische Regionen im Scaffoldinneren zu verhindern, 
wodurch die Gewebefunktion beeinträchtigt wird und zumeist die erfolgreiche Integration des 
Tissue Engineering-Konstrukts verhindert (Rouwkema & Khademhosseini, 2016).  
Eine Strategie, um diese Limitation des klassischen Tissue Engineering-Konzepts zu umge-
hen, ist das Scaffold-induzierte Homing oder auch in situ Tissue Engineering. Basierend auf 
der Freisetzung chemoattraktiver Signalmoleküle aus dem Scaffold sollen demnach in situ 
Zellen mit regenerativem Potenzial in die Defektregion rekrutiert werden. Diese sollen dort 
adhärieren, proliferieren und differenzieren, um ihrerseits die körpereigene Geweberegenera-
tion und die Knochen-Remodellierung zu initiieren (Abbildung 3). Eindringende Zellen würden 
den Scaffold nur so tief besiedeln, wie es deren Sauerstoff- und Nährstoffversorgung zulässt. 
Im Scaffoldinneren würden die hypoxischen Bedingungen zur Sezernierung verschiedener 
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Signalmoleküle und angiogener Faktoren wie dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
führen, wodurch das Einsprossen von Blutgefäßen und die Vaskularisierung stimuliert wird 
(Carano & Filvaroff, 2003). Das synergistische Zusammenspiel der Signalmoleküle würde au-
ßerdem die Migration und Assemblierung verschiedener anderer Zelltypen zu funktionalem 
Knochengewebe induzieren (Hench & Polak, 2002; Stegen et al., 2015). Durch Verzicht auf 
eine extrakorporale Scaffoldbesiedlung umgeht das Konzept des in situ Tissue Engineerings 
mehrere Herausforderungen und Sicherheitsrisiken, mit denen das klassische Tissue Engine-
ering-Konzept behaftet ist. So entfällt beispielsweise die Frage nach der Identifizierung, Isola-
tion und Expansion geeigneter Spenderzellen. Ebenso kann auf die aufwändige in vitro Kulti-
vierung besiedelter Scaffolds verzichtet werden, die aufgrund der Kontaminationsgefahr ein 
weiteres Sicherheitsrisiko hinsichtlich der klinischen Zulassung darstellt (Amini et al., 2012).  
 
Abbildung 3 In situ Tissue Engineering-Konzept 
 
1.3.3 Mesenchymale Stromazellen  
Da für die Besiedlung von Scaffolds sehr hohe Zellzahlen nötig sind und ausdifferenzierte Zel-
len in der Regel kaum proliferieren und zum Teil schwer isolierbar sind, werden im Knochen-
Tissue Engineering vor allem mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells; MSC) 
verwendet. Neben ihrer hohe Proliferationsaktivität sind MSC multipotent und können zu Os-
teoblasten, Chondrozyten, Tenocyten, Adipozyten oder Myoblasten differenziert werden (Al-
hadlaq & Mao, 2004; Marion & Mao, 2006). MSC werden in der Regel aus Knochenmark iso-
liert. Über spezifische Oberflächenmarker wie STRO-1, CD133, CD44, CD90 oder CD105, 
können MSC gezielt markiert und mittels Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated 
cell sorting; FACS) selektiert werden (Marion & Mao, 2006). Da es sich ohne gezielte MSC-
Selektion jedoch um eine Mischpopulation mit hämatopoetischen Zellen und osteoblastären 
Vorläuferzellen handelt (Marion & Mao, 2006), ist die Bezeichnung mesenchymale Stromazel-
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len (bone marrow derived mesenchymal stroma cells; BMSC) zutreffender. Neben Knochen-
mark hat sich auch Fettgewebe als vielversprechende und leicht zugängliche Quelle für multi-
potente Stromazellen (adipose tissue-derived stromal cells; ATSC) mit vergleichbarer Marker-
Expression und ähnlichen Differenzierungseigenschaften etabliert (Lee et al., 2004).   
Während MSC für Tissue Engineering-Anwendungen zunächst wegen ihrer Proliferations- und 
Differenzierungseigenschaften im Fokus standen, erhärtete sich in den letzten Jahren die 
These, dass auch deren Sekretom ein Schlüsselregulator für deren regenerative Kapazität ist 
(trophischer Effekt). Der sezernierte Cocktail bioaktiver Moleküle mit Wachstumsfaktoren, Hor-
monen, Zytokine, Matrixproteinen und Exosomen (Tran & Damaser, 2015; Witwer et al., 2019) 
beeinflusst verschiedene auto- und parakrine Stoffwechselprozesse. Die sezernierten bioakti-
ven Faktoren beeinflussen beispielsweise die lokale Immunsuppression, haben einen hem-
menden Einfluss auf Narbenbildung und Apoptose, stimulieren Angiogenese und fördern die 
Wundheilung (Caplan & Dennis, 2006; Kupcova Skalnikova, 2013).  
 
1.3.4 Biomaterialien für den Knochenersatz  
Die intensive Forschung nach Alternativen zu Autografts hat zu einer Vielzahl organischer und 
anorganischer Materialien biologischen oder synthetischen Ursprungs geführt. Die ersten mo-
dernen Biomaterialien für die Anwendung im menschlichen Körper wurden während der 
1960er und 70er Jahre entwickelt und hatten vorrangig den Anspruch, die physikalischen Ei-
genschaften des zu ersetzenden Gewebes zu simulieren, bei möglichst geringer toxischer Wir-
kung (Hench & Polak, 2002). Vor allem die Suche nach Biomaterialien für orthopädische und 
dentale Anwendungen trieb die Forschung voran und brachte biokompatible und bioaktive Ma-
terialien der „zweiten Generation“ hervor. So zeigten bioaktive Gläser, Keramiken, Glaskera-
miken, verschiedene Komposite oder auch synthetische HAP-Keramiken osteokonduktive Ei-
genschaften und positive Gewebsreaktionen und ermöglichten beispielsweise durch Be-
schichtung metallischer Implantate mechanisch stabile Verbunde an der Grenzfläche zwischen 
Implantat und Knochen. In vivo schaffen diese Biomaterialien ein vorteilhaftes Milieu, das die 
Adhäsion, Kolonisation, Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten ermöglicht (Hench 
& Polak, 2002) und wodurch größere Knochendefekte über Implantate als Leitschienen über-
brückt werden können.  
Die Variation verschiedenster Parameter wie Architektur, mechanische Eigenschaften, Zusam-
mensetzung, Biokompatibilität und -degradierbarkeit (O’Brien, 2011) hat zu einer unübersicht-
lichen Anzahl von Ersatzmaterialien geführt, die am häufigsten nach deren Zusammensetzung 
klassifiziert werden. Nach Rentsch et al. können Knochenersatzmaterialien in i) organisch/bi-
ologische, ii) organisch/synthetische, iii) anorganisch/biologische, iv) anorganisch/syntheti-
sche kategorisiert werden (Rentsch et al., 2012) (Tabelle 1).  
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Als Kategorie v) werden Komposit-Materialien zusammengefasst, bei denen durch gezielte 
Kombination von Biomaterialien verbesserten Materialeigenschaften – meiste osteokonduk-
tive – erzielt werden. Durch gezielte Funktionalisierung osteokonduktiver Biomaterialien mit 
osteogenen Wachstumsfaktoren oder Zellen können Biokomposite mit osteoinduktivem Po-
tenzial generiert werden (Rentsch et al., 2012). Moderne Konzepte für die Knochendefekthei-
lung sehen den Einsatz von Biomaterialien der „dritten Generation“ vor, welche über die ein-
fache Biokompatibilität hinaus ein intrinsisches regeneratives Potenzial besitzen, indem sie 
durch direkte Zell-Biomaterial-Interaktion lokal spezifische zelluläre Regenerationsmechanis-
men stimulieren (Hench & Polak, 2002; Matthias Schumacher & Gelinsky, 2015). Diese Oste-
oinduktivität wird hauptsächlich durch gezielte Funktionalisierung der Biomaterialien mit bio-
aktiven Signalfaktoren induziert.  
Aufgrund des Paradigmas der regenerativen Medizin den gesunden und funktionalen Origi-
nalzustand dysfunktionaler Gewebe wiederherzustellen, stellt die Resorbierbarkeit des Kno-
chenersatzmaterials einen entscheidenden Parameter dar. Dabei sollte die Degradierungsrate 
weitestgehend der Geschwindigkeit entsprechen, in welcher neues Gewebe gebildet wird, um 
eine Instabilität der Defektregion zu verhindern. Auch muss ausgeschlossen werden, dass die 
Abbauprodukte der verwendeten Biomaterialien toxisch sind, eine Immunreaktion verursachen 
oder sich anderweitig negativ auf den Stoffwechsel des Patienten auswirken (O’Brien, 2011).  
Ein entscheidender Faktor für eine erfolgreiche Geweberegeneration ist die hohe, interkonnek-
tive Porosität der Scaffolds, die das Einwachsen von Zellen und Blutgefäßen erlaubt. Ohne 
adäquate Vaskularisierung sind Zellen im Scaffold auf die Nährstoffversorgung durch Diffusion 
angewiesen, welche auf ca. 200 µm begrenzt ist (Carmeliet & Jain, 2000) und damit eine der 
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wichtigsten Limitationen des Tissue Engineering-Konzepts darstellt. Für Knochenersatzmate-
rialien wird eine Porengröße von mindestens 100 µm benötigt, um die Zellmigration und Vas-
kularisierung zu ermöglichen (Jones et al., 2007; Karageorgiou & Kaplan, 2005). Hinsichtlich 
Osteogenese, Kollagen I Sezernierung und Vaskularisierung zeigten verschiedene Studien die 
besten Ergebnisse für Porengrößen >300 µm (Bose et al., 2013; Karageorgiou & Kaplan, 
2005).   
In Abhängigkeit des zugrundeliegenden Materials können Poren beispielsweise durch Gefrier-
trocknung, Gas Foaming, ionotrope Gelbildung oder Porogen Leaching generiert werden (A-
mini et al., 2012; Zorlutuna et al., 2012). Eine kontrollierte Porosität lässt sich für Polymerfa-
serscaffolds mittels textiltechnischer Verfahren erzeugen oder im Rahmen additiver Ferti-
gungsverfahren mit Computer-unterstütztem 3D-Druck (computer aided design – computer 
aided manufacturing; CAD-CAM). Die jeweiligen Materialeigenschaften bestimmen darüber, 
auf welche Art Biomaterialien zu porösen 3D-Scaffolds prozessiert werden können und ob 
diese während oder nach der Synthese mit bioaktiven Stoffen oder Zellen funktionalisiert wer-
den können. Thermische Behandlungen wie beispielsweise das Sintern von Keramiken oder 
chemisches Quervernetzen von Kollagen zur Scaffoldstabilisierung, aber auch verschiedene 
Sterilisationsverfahren limitieren die biologische Funktionalisierung vieler Biomaterialien wäh-
rend der Synthese.  
 
1.3.5 Biomimetisches mineralisiertes Kollagen 
Die Knochen-EZM besteht zu 65-70 % aus der anorganischen, schwer löslichen Calciumpho-
sphatphase HAP. Den organischen Anteil von ca. 30 % macht neben Proteoglycanen, Osteo-
nektin, Osteopontin oder Osteocalcin zu 95 % Kollagen Typ I aus (Welsch, 2010). Ein Bioma-
terial, welches diese EZM in Zusammensetzung und Struktur imitiert, ist das biomimetische 
Nanokomposit mineralisiertes Kollagen, dessen Herstellung mittels synchroner Biomineralisa-
tion erstmals 1999 beschrieben wurde (Bradt et al., 1999). Indem Kollagen Typ I (meist bovin) 
zunächst in saurer Lösung aufgespalten und anschließend mit Calcium- und Phosphationen-
haltigen Puffern versetzt wird, wird bei neutralem pH und 37°C simultan die Reassemblierung 
der Kollagenmoleküle zu Fibrillen und die Präzipitation von nanokristallinem HAP initiiert (Bradt 
et al., 1999). Das dabei entstehende homogene Nanokomposit aus etwa 30 wt% Kollagen Typ 
I und 70 wt% nanokristallinem HAP imitiert damit stark die natürliche Knochen-EZM (Abbildung 
4).  
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Abbildung 4 Assemblierung von Kollagenmolekülen und Hydroxylapatit. A) Schema des periodi-
schen Musters selbst-assemblierter Kollagenmoleküle zu Kollagenfibrillen. Einlage-
rung des Knochenminerals HAP in periodische Zwischenräume (nach Rho und Ziou-
pos, 1998). B) Schwach mineralisiertes Knochen-Sehnen Gewebe. C) Stark minerali-
siertes Knochengewebe. Kollagenfibrillen werden durch HAP weitestgehend verdeckt 
(Alexander et al., 2012). D) Mineralisiertes Kollagen einer Dentinmatrix (George et al., 
2018). E) Synthetisch hergestelltes mineralisiertes Kollagen für den Knochenersatz 
(Michael Gelinsky, 2009). 
 
Gelinsky et al. beschrieben die Herstellung dreidimensionaler poröser Scaffolds beliebiger 
Größe und Form durch Gefriertrocknung einer Suspension aus mineralisiertem Kollagen mit 
anschließender chemischer Quervernetzung mittels EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimid) (M. Gelinsky et al., 2004, 2008). Mit einer interkonnektiven Porosität von ca. 72 % 
und einem mittleren Porendurchmesser von 180 µm ± 12 (M. Gelinsky et al., 2008) bieten mi-
neralisierte Kollagenscaffolds eine exzellente Umgebung für die zelluläre Besiedlung und das 
Einsprossen von Blutgefäßen (Quade et al., 2017b) (Abbildung 5). In feuchtem Zustand sind 
sie hochelastisch und zeigen bei 50 %iger uniaxialer Kompression eine Festigkeit von 28 kPa, 
womit diese Scaffolds signifikant stabiler sind als nicht-mineralisierte Kollagenscaffolds mit ca. 
2-3 kPa (Michael Gelinsky, 2009). Verschiedenste in vitro-Studien der letzten Jahre verifizier-
ten, dass mineralisiertes Kollagen als bioartifizielle Knochenmatrix hervorragend geeignet ist, 
um Adhäsion, Proliferation und osteogene Differenzierung von hBMSC zu unterstützen (Bern-
hardt et al., 2009; Anja Lode et al., 2008). Auch verschiedene in vivo-Studien belegten dessen 
Eignung als Knochenersatzmaterial. So implantierten Yokoyama et al. mineralisierte Kollagen-
scaffolds in einen 2 x 3 mm femoralen Knochendefekt der Ratte und zeigten die Bildung neuen 
Knochengewebes im Scaffold nach einer Woche, zelluläre Resorption des Scaffolds durch 
Osteoklasten nach zwei Wochen und die abgeschlossene Remodellierung nach 12 Wochen 
(Yokoyama et al., 2005).   
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Abbildung 5 Scaffolds aus mineralisiertem Kollagen A) Variierende Formen und Größen herstellbar 
(Maßstab in cm) (M. Gelinsky et al., 2008); B) REM-Aufnahme der Scaffoldoberfläche 
(oben: unbesiedelt; unten: besiedelt); C) Invertierte Fluoreszenzmikroskopische Auf-
nahmen prävaskulärer Strukturen (CD31-markiert) auf Scaffoldoberfläche (links) und 
der vertikalen Schnittfläche; generiert durch Cokulturen von hBMSC und HUVEC 
(Quade et al., 2020b)  
 
1.3.6 Scaffold-Funktionalisierung mit bioaktiven Faktoren 
Entsprechend der jeweiligen Anforderungen ist es möglich, Knochenersatzmaterialien zusätz-
lich zu funktionalisieren, um gezielt zelluläre Mechanismen zu induzieren. So kann beispiels-
weise die Biokompatibilität von Knochenersatzmaterialien durch Funktionalisierung mit Mole-
külen der EZM wie Fibronektin, Kollagen oder durch Beschichtung mit Gelatine und Polylysin 
gesteigert werden. Dies kann zum einen zur verbesserten Scaffoldbesiedlung durch gestei-
gerte Adhäsion führen, aber auch die Proliferation und Differenzierung infiltrierender Zellen 
stimulieren (Schlie-Wolter et al., 2013). Weiterhin können Biomaterialien mit Glykosaminogly-
kanen (GAG) wie Heparin oder Heparansulfat funktionalisiert werden. Diese sind multifunktio-
nale Komponenten der EZM, welche unter anderem mit Strukturproteinen, Wachstumsfakto-
ren, Chemokinen und Zytokinen interagieren und somit verschiedenste Signalwege und Stoff-
wechselprozesse regulierend beeinflussen. Durch Komplexierung mit GAG werden diese Pro-
teine lokal gebunden, angereichert, stabilisiert und vor enzymatischer Hydrolyse geschützt 
(Ma et al., 2015). Im Rahmen eigener Versuche zeigten Heparin-modifizierte mineralisierte 
Kollagenscaffolds einen positiven Effekt hinsichtlich Proliferation und osteogener Differenzie-
rung von hBMSC (Quade et al., 2017b). Dieser Effekt wird höchstwahrscheinlich bedingt durch 
die Kombination aus einer gesteigerten Besiedlungseffizienz aufgrund der Bindung von Adhä-
sionsproteinen und der lokalen Anreicherung von differenzierungsfördernden Wachstumsfak-
toren aus dem Serum-haltigen Medium. Aber auch eine direkte osteogene Wirkung von He-
parin auf osteogene Vorläuferzellen durch Integrin-vermittelte Signaltransduktion wird disku-
tiert (Mathews et al., 2014). Hinzu kommt ein Bioaktivitäts-steigernder Effekt von Wachstums-
faktoren durch Komplexierung mit Heparin, wie er durch Knaack et al. für VEGF gezeigt wer-
den konnte, welches über einen Versuchszeitraum von 28 Tagen kontinuierlich aus Heparin-
modifizierten mineralisierten Kollagenscaffolds freigesetzt wurde (Knaack et al., 2014).  
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Um gezielt zelluläre Prozesse wie Proliferation, Differenzierung oder Matrixsynthese zu beein-
flussen, werden Biomaterialien auch mit spezifischen Wachstumsfaktoren funktionalisiert. 
Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die als Signalproteine der zellulären Kommunikation 
dienen, indem sie durch spezifische Rezeptorbindungen komplexe Signalkaskaden induzie-
ren. Während der verschiedenen Phasen der Knochendefektheilung werden unterschied-
lichste Sets an Wachstumsfaktoren exprimiert, deren Rolle in vielen Fällen noch nicht völlig 
geklärt ist. Die Forschung der letzten Jahrzehnte identifizierte jedoch einige Schlüsselmole-
küle, welche für die Funktionalisierung von Biomaterialien genutzt werden können, um gezielt 
die Knochenregeneration zu unterstützen (Schlickewei et al., 2019). Anwendung im Knochen-
Tissue Engineering finden unter anderem der Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Insulin-
like Growth Factor (IGF) und verschiedene Mitglieder der Transforming Growth Factor β (TGF-
β)-Superfamilie – darunter vor allem die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) (Pina et al., 
2015). Während PDGF vor allem mitogen auf Zellen mesenchymalen Ursprungs wirkt (Pierce 
et al., 1991), zeigt IGF eine anabole Wirkung auf den Knochenmetabolismus (Locatelli & Bi-
anchi, 2014). Ursprünglich wegen ihrer osteo- und chondrogenen Eigenschaften entdeckt, 
werden BMPs und TGF-β heute als essentielle morphogene Signalmoleküle betrachtet, wel-
che die Homöostase und Architektur verschiedenster Gewebe im Körper regulieren (Chen et 
al., 2012). Der TGF-β/BMP-Signalweg kontrolliert beispielsweise verschiedenste zelluläre Pro-
zesse wie Proliferation, Differenzierung, EZM-Remodellierung, Apoptose, Migration, Immun-
reaktionen oder auch Tumorinvasion und Metastasierung (Chen et al., 2012; Guo & Wang, 
2009). Das größte osteoinduktive Potenzial wird BMP-2 zugeschrieben, welches durch osteo-
gene Differenzierung von MSC zu Osteoblasten die EZM-Sezernierung und damit die knö-
cherne Überbrückung von Knochendefekten beschleunigt. Als klinisch zugelassener rekombi-
nanter Wachstumsfaktor findet rhBMP-2 Anwendung unter den Produktnamen InductOs® der 
Firma Wyeth – einem Kit bestehend aus dem Proteinlyophilisat einem Lösungsmittel und einer 
resorbierbaren Kollagenmatrix. Eingesetzt wird es als Ergänzungstherapie nach Versagen der 
Standardtherapie zur Behandlung akuter Tibiafrakturen (Hausmann et al., 2014) und bei der 
Lumbalwirbel-Fusion (Gautschi et al., 2007). Limitiert wird die Anwendung von BMP-2 jedoch 
durch dessen kurze Halbwertszeit von nur wenigen Minuten und den Mangel an klinisch zu-
gelassenen nachhaltigen Freisetzungssystemen. Um eine anhaltende Wirkung über mehrere 
Tage zu gewährleisten, werden in der Regel sehr hohe supraphysiologische Konzentrationen 
im Milligramm-Bereich angewandt, welche die physiologischen Konzentrationen um ein Milli-
onenfaches übersteigen (Gamradt & Lieberman, 2004). Häufig führt diese Überdosierung zu 
schwerwiegenden Nebenwirkungen wie ektopische Knochenbildung oder der Verengung des 
Wirbelkanals mit Rückenmarksquetschung (Wong et al., 2008). Neben der beschleunigten Se-
zernierung von Knochen-EZM ist außerdem die Förderung der Vaskularisierung nötig, um so-
wohl Gasaustausch und Nährstoffversorgung, als auch den Abtransport von zellulären Abfall-
produkten im neu gebildeten Knochengewebe zu gewährleisten. Angiogene Schlüsselfaktoren 
im molekularen Crosstalk zwischen Endothel- und Knochenzellen sind unter anderem VEGF, 
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Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2), Angiogenin (ANG 1 und 2) oder TGF (Black et al., 2015). 
Auch die Attraktion osteoblastärer Vorläuferzellen durch Stroma Cell-derived Factor 1 Alpha 
(SDF1-α oder CXCL12) ist eine vielversprechende Strategie, um die Knochendefektheilung zu 
stimulieren. Durch spezifische Bindung an den MSC-Plasmamembran-Rezeptor C-X-C-Che-
mokinrezeptor Typ 4 (CXCR4), beeinflusst SDF1-α Signalwege, welche zur gerichteten MSC-
Migration führen und ist damit der prominenteste Homing-Faktor für MSC (S. Park et al., 2017).  
Die gezielte Kombination von Wachstumsfaktoren kann außerdem zu synergistischen Effekten 
führen, wodurch die eingesetzten Mengen reduziert und damit Nebenwirkungen vermieden 
werden können. Diesen Effekt zeigten beispielsweise Zwingenberger et al. für BMP-2 und 
SDF1-α in Kombination mit mineralisierten Kollagenscaffolds als Trägermatrix (Zwingenberger 
et al., 2016). Das große regenerative Potenzial synergistisch wirkender Faktoren tritt zuneh-
mend in den Fokus verschiedener Studien. Dabei stellen autologe oder allogene Wirkstoffge-
mische wie plättchenreiches Plasma (Platelet Rich Plasma, PRP) (Woodell-May & Pietrzak, 
2008), Extrakte aus Fettgewebe (Adipose Tissue Extract; ATE) (Sarkanen et al., 2012) oder 
auch das Sekretom von MSC (Gunawardena et al., 2019; Sagaradze et al., 2019; Tran & Da-
maser, 2015) eine äußerst potente und zudem kostengünstige Alternative zu rekombinanten 
Wachstumsfaktoren dar. Durch beispielsweise hypoxische Kulturbedingungen kann das MSC-
Sekretom zusätzlich so manipuliert werden, dass vermehrt chemoattraktive und angiogene 
Signalmoleküle enthalten sind (Gnecchi et al., 2006). So zeigten Gabrielyan et al. das starke 
chemotaktische Potenzial des Sekretoms Hypoxie-konditionierter BMSC als Spezies-übergrei-
fendes Chemoattraktanz für BMSC (Gabrielyan et al., 2014).  
Neben der Funktionalisierung mit bioaktiven Molekülen können Scaffolds auch mit therapeuti-
schen Wirkstoffen beladen werden, welche lokal die Geweberegeneration unterstützen. So 
könnte beispielsweise durch Funktionalisierung mit Bisphosphonaten die gestörte Knochen-
homöostase von Osteoporose-Patienten behandelt werden, die durch übermäßige osteo-
klastäre Knochenresorption ein erhöhtes Frakturrisiko haben. Auch die Therapie von Patienten 
mit mutiplem Myelom könnte durch die lokale, zeitlich begrenzte Freisetzung des Proteasom-
Inhibitors Bortezomib unterstützt werden. So zeigten Ray et al. erste vielversprechende Er-
gebnisse zur lokalen Freisetzung kleiner Dosen Bortezomib aus Xerogel-Granulat im Ratten-
modell (Ray et al., 2017).  
Eine weitere Möglichkeit der Biomaterialfunktionalisierung ist die Integration von bioaktiven 
Ionen. So konnte beispielsweise für Kupfer- und Kolbaltionen eine angiogene Wirkung (Barra-
let et al., 2009; Patntirapong et al., 2009) oder für Chromionen (Pabbruwe et al., 2004) ein 
stimulierender Effekt auf die Knochenremodellierung nachgewiesen werden. Unter den bioak-
tiven Ionen spielen Strontium-Ionen eine besondere Rolle für die Knochenremodellierung.  
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1.3.7 Osteoanabole Funktionalisierung mit Strontium-Ionen  
Täglich nehmen wir über die Nahrung 2-4 mg Strontium auf, welches demselben metaboli-
schen Weg wie Calcium folgt und vorrangig in der Mineralphase der Knochen-EZM eingebaut 
wird, wo es Calcium zu etwa 0.035 % substituiert (Pors Nielsen, 2004). Shorr und Carter pos-
tulierten erstmals 1952 einen anabolen Effekt von Sr2+-Ionen auf den Knochenmetabolismus 
(Shorr & Carter, 1952), woraufhin Strontiumverbindungen wie Strontiumranelat in den folgen-
den Jahrzehnten im Rahmen der Osteoporose-Therapie eingesetzt wurden. Anders als die 
meisten Wirkstoffe zeigen Sr2+-Ionen einen dualen Effekt auf den Knochenmetabolismus, in-
dem sie simultan die Knochenneubildung stimulieren und die osteoklastäre Resorption inhi-
bieren (Marie, 2007). Die osteoanabole Wirkung von Sr2+-Ionen wird durch verschiedene Me-
chanismen bedingt und ist noch nicht vollends geklärt. So aktivieren Sr2+-Ionen durch die Bin-
dung an Membran-ständige Ca2+-Rezeptoren den Wnt/β-Catenin-Signalweg, welcher für die 
gesteigerte Proliferation, Differenzierung und Matrixdisposition osteoblastärer Zellen verant-
wortlich ist (Yang et al., 2011). Zum anderen binden Sr2+-Ionen auch an Ca2+-Rezeptoren os-
teoklastärer Zellen, wodurch in Abhängigkeit der Sr2+-Konzentration deren Aktivität reduziert 
bzw. deren Apoptose induziert wird (Hurtel-Lemaire et al., 2009; Mentaverri et al., 2006). Bak-
ker et al. beschreiben außerdem einen Einfluss von Sr2+-Ionen auf die parakrine Signalgebung 
zwischen mechanisch stimulierten Osteocyten mit osteoklastären Vorläufern und Osteoblas-
ten (Bakker et al., 2013).  
Die Wirksamkeit von Sr2+-Ionen für die Osteoporose-Therapie zeigten zwei klinische Studien 
der Phase III mit postmenopausalen Patientinnen, wobei die tägliche orale Applikation von 2 g 
Strontiumranelat zur signifikanten Steigerung der Knochenmineraldichte und damit zu einem 
verringerten Frakturrisiko führte (Meunier et al., 2009; J. Y. Reginster et al., 2005). Ein ent-
scheidender Nachteil der systemischen Sr2+-Applikation ist dessen verhältnismäßig geringe 
Bioverfügbarkeit von ca. 20 % (Leeuwenkamp et al., 1990). Die daraus resultierende Applika-
tion hoher Wirkstoffdosen ist nicht nur unwirtschaftlich und sondern auch mit dem Risiko von 
Nebenwirkungen behaftet. So zeigten Reginster et al. ein erhöhtes Risiko für Myokardinfarkte 
(1,7% versus 1,1% für Placebo) im Zusammenhang mit der Langzeit-Einnahme von Stronti-
umranelat (J.-Y. Reginster, 2014). Eine vielversprechende Alternative zur systemischen Ap-
plikation stellt die lokale Freisetzung von Sr2+-Ionen direkt in der Defektregion dar. So zeigen 
beispielsweise Strontium-beschichtete Implantatoberflächen eine verbesserte Osteointegra-
tion im Kaninchenfemur (Offermanns et al., 2015). Im Sinne der regenerativen Therapie sollten 
auch Strontium-funktionalisierte, degradierbare Knochenersatzmaterialien zur Behandlung 
von Knochensubstanzdefekten entwickelt werden.  
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1.4 Zielstellung dieser Dissertation 
Ziel dieser Arbeit war es, ausgehend von mineralisiertem Kollagen als biomimetischem Kno-
chenersatzmaterial neue Konzepte für die Therapie von Knochensubstanzdefekten zu entwi-
ckeln. Durch gezielte Funktionalisierung sollte den Scaffolds das intrinsische Potenzial verlie-
hen werden, lokal zelluläre Regenerationsmechanismen zu initiieren. Hierfür sollten zwei An-
sätze untersucht werden, welche zum einen der Strategie der in situ Regeneration und zum 
anderen der Strategie des in situ Tissue Engineering folgen. 
Im ersten Ansatz sollte in der Mineralphase des mineralisierten Kollagens Calcium schrittweise 
durch Strontium substituiert werden. Im Gegensatz zur systemischen Applikation soll durch 
lokale Sr2+-Freisetzung in situ die Osteogenese stimuliert werden, wodurch die eingesetzte 
Strontium-Menge und damit das Risiko für Nebenwirkungen drastisch reduziert werden 
könnte. Die Scaffolds aus Strontium-modifiziertem, mineralisierten Kollagen sollten umfassend 
materialwissenschaftlich charakterisiert werden hinsichtlich ihrer elementaren Zusammenset-
zung, mechanischen Eigenschaften und Porosität. Die Ergebnisse zur Herstellung und physi-
ologischen Charakterisierung werden in Publikation 2.1 präsentiert (Quade et al., 2018a). Die 
biologische Charakterisierung der Scaffolds aus Strontium-modifiziertem, mineralisierten Kol-
lagen sollte durch Besiedlung mit hBMSC erfolgen, indem der Einfluss der Strontium-Modifi-
kation auf Proliferation und osteogene Differenzierung biochemisch analysiert wird. Des Wei-
teren sollten die Scaffolds ohne und mit zusätzlicher BMP-2-Beladung im Rahmen einer in 
vivo-Studie im überkritischen Femurdefekt der Maus getestet werden. Ziel war es zum einen, 
den Effekt der Strontium-Modifizierung allein auf die Knochendefektheilung zu testen. Zum 
anderen sollte untersucht werden, ob eine kontrollierte, nachhaltige BMP-2-Freisetzung aus 
Strontium-modifizierten, mineralisierten Kollagenscaffolds, den Einsatz niedrigerer BMP-2-
Konzentrationen erlaubt, wodurch Nebenwirkungen bedingt durch supraphysiologische Kon-
zentrationen – wie in der klinischen Anwendung üblich – vermieden werden könnten. Publika-
tion 2.2 (Quade et al., 2020a) fasst die Ergebnisse der biologischen Materialcharakterisierung 
in vitro und in vivo zusammen.  
Die zweite Strategie, welche im Rahmen dieser Arbeit verfolgt werden sollte, entspricht dem 
in situ Tissue Engineering-Konzept. Demnach sollten Scaffolds aus mineralisiertem Kollagen 
durch kontrollierte und anhaltende Freisetzung chemoattraktiver Signalmoleküle das Homing 
von Zellen mit regenativem Potenzial durch Rekrutierung aus dem umliegenden Gewebe ini-
tiieren. Da sowohl die Zellmigration, als auch die vaskuläre Organisation vorrangig durch Gra-
dienten bioaktiver Signale bestimmt werden (Rouwkema & Khademhosseini, 2016), sollten die 
Scaffolds mit einem zentralen Depot versehen werden, das chemoattraktive und angiogene 
Signalmoleküle freisetzt (Abbildung 6). 
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Abbildung 6 Das dieser Arbeit zugrundeliegende in situ Tissue Engineering-Konzept für die beschleu-
nigte Knochendefektheilung. Durch Freisetzung chemotaktischer und angiogener Signal-
moleküle aus einem zentralen Wirkstoffdepot soll die Rekrutierung von Zellen mit rege-
nerativem Potenzial und die Vaskularisierung stimuliert werden (Quade et al., 2018b). 
 
Anhand des Modell-Wachstumsfaktors VEGF soll zunächst untersucht werden, inwieweit die 
Biopolymere Alginat, Hyaluronsäure und Heparin als Depotbildner die Wirkstofffreisetzung be-
einflussen. Neben der Bestimmung der VEGF-Freisetzungskinetiken und dessen Bioaktivität 
sollten Zellmigrationsassays Aufschluss darüber geben, wie sich die retardierte VEGF-
Freisetzung auf die Zellmigration von humanen mikrovaskulären Hautendothelzellen 
(HDMEC) in die Scaffolds auswirkt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in Publi-
kation 2.3 (Quade et al., 2017a) zusammengefasst und diskutiert.     
Um gezielt Zellen mit regenerativem Potenzial zur Migration in den Scaffold zu stimulieren und 
gleichzeitig die Angiogenese anzuregen, sollte das Sekretom Hypoxie-konditionierter hBMSC 
als natürliches Wirkstoffgemisch für die Funktionalisierung des zentralen Wirkstoffdepots ge-
nutzt werden. Aufbauend auf den Ergebnissen von Garbrielyan et al., die das chemoattraktive 
Potenzial von HCM für BMSC zeigten (Gabrielyan et al., 2014), sollte HCM zunächst hinsicht-
lich dessen angiogener Wirkung untersucht werden. Für eine effiziente Depotbeladung sollte 
weiterhin die Wirkstoffausbeute optimiert und zum anderen eine Aufkonzentrierung mittels Ge-
friertrocknung etabliert werden. Nach Beladung des zentralen Depots mit dem HCM-basierten 
Wirkstoffgemisch sollte das neuartig funktionalisierte Scaffoldsystem hinsichtlich dessen Po-
tenzials auf Zellattraktion und Angiogenese in vitro charakterisiert werden. Die Ergebnisse 
werden in Publikation 2.4 (Quade et al., 2020b) präsentiert und diskutiert.  
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Das Konzept der Funktionalisierung mineralisierter Kollagenscaffolds mit einem zentralen 
Wirkstoffdepot wurde als Arbeitspaket des Teilprojekts M4 des DFG-geförderten Sonderfor-
schungsbereiches Transregio 79 durch die Projektleiter Angela Rösen-Wolff und Michael Ge-
linsky entwickelt. Als Projektbearbeiter der ersten Förderphase etablierte und charakterisierte 
Sven Knaack die Integration des zentralen Hydrogel-basierten Depots und teilt sich mit Mandy 
Quade die Erstautorenschaft dieser Publikation. Als Projektbearbeiterin der zweiten Förder-
phase war Mandy Quade an der Durchführung der Proliferationsassays beteiligt und führte die 
Migrationsversuche von HDMEC in 3D-Scaffolds durch.  
Die Zusammenführung und Auswertung der experimentellen Daten sowie die Erstellung der 
vorliegenden Publikation erfolgte durch Mandy Quade.  
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Wirkstoffdepots auf Basis von Hypoxie-konditioniertem Medium (HCM) wurde als Arbeitspaket 
des Teilprojekts M4 des DFG-geförderten Sonderforschungsbereich Transregio 79 durch die 
Projektleiter Angela Rösen-Wolff und Michael Gelinsky entwickelt. Aufbauend auf den Er-
kenntnissen von Anastasia Gabrielyan (Gabrielyan et al., 2014, 2017), wurde durch Mandy 
Quade die Gewinnung von HCM weiterentwickelt und standardisiert sowie ein Protokoll zur 
Aufkonzentration etabliert. Außerdem hat Mandy Quade das erzeugte HCM auf das Vorhan-
densein wichtiger angiogener Faktoren mittels Antikörper-Arrays untersucht und dessen 
chemotaktisches und angiogenes Potenzial in 2D-Versuchen charakterisiert. Unter Anleitung 
von Mandy Quade führte Pina Münch die Migrationsversuche von hBMSC in den 3D-Scaffolds 
durch. Die Charakterisierung der Angiogenese in den 3D-Scaffolds wurde durch Mandy Quade 
durchgeführt. 
Die Zusammenführung und Auswertung der experimentellen Daten sowie die Erstellung der 
vorliegenden Publikation erfolgte durch Mandy Quade.  
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3 DISKUSSION UND AUSBLICK 
Die Resultate der hier kumulativ zusammengestellten Publikationen zeigen, dass durch ge-
zielte Funktionalisierung von mineralisiertem Kollagen als Knochenersatzmaterial nach den 
Konzepten von in situ Regeneration und in situ Tissue Engineering aktiv Prozesse der Kno-
chengeweberegeneration stimuliert werden können. Im Folgenden werden die Ergebnisse mit 
Erkenntnissen der Literatur im Zusammenhang gesetzt und diskutiert. Des Weiteren werden 
Potenzial und Limitationen der entwickelten Strategien im Hinblick auf die klinische Translation 
erwogen. 
 
3.1 Osteogenese-Stimulation durch Strontium-Modifizierung von mineralisierten 
Kollagenscaffolds 
Ziel der Strontium-Modifizierung war es, mineralisiertes Kollagen gezielt zu funktionalisieren, 
sodass es lokal die Osteogenese und somit in situ die Knochenregeneration stimuliert. Die 
Materialentwicklung und -charakterisierung wird in Publikationen 2.1 thematisiert. Während 
der Material-Synthese wurde sukzessive Calcium- durch Strontiumchlorid substituiert, sodass 
simultan zur Kollagenfibrillierung Strontium-haltige Mineralphasen präzipitierten. Vier ausge-
wählte Varianten, deren Calciumgehalt im Syntheseansatz zu 25, 50, 75 und 100 mol% durch 
Strontiumchlorid substituiert wurde (Sr0, Sr25, Sr50, Sr75 und Sr100), wurden eingehend ma-
terialwissenschaftlich untersucht. TEM-Analysen der Nanokomposite zeigten mit steigender 
Strontium-Substitution einen Übergang der Mineralphase von nanokristallinem Hydroxylapatit 
(Sr0) über schwach kristalline Strontium-reiche Phasen (Sr25 – Sr75) zu einer gemischten 
Mineralphase aus amorphem Strontiumphosphat und hochkristallinem Strontium-Hydroxyla-
patit (Sr100). Die Untersuchung der mechanischen Materialeigenschaften ergab, dass das 
Elastizitätsmodul bei Scaffolds ohne kristalline Mineralphase (Sr25 – Sr75) zwar reduziert war, 
jedoch alle Varianten vergleichbare Kompressionsmodule von ca. 20 kPa bei 50 %iger uniaxi-
aler Kompression zeigten. Demnach konnte mineralisiertes Kollagen erfolgreich mit Strontium 
modifiziert werden, ohne negative Auswirkungen auf mechanische Eigenschaften und Mikro-
architektur aufzuweisen. Mit der Bestimmung der Sr2+-Freisetzung konnte erfolgreich gezeigt 
werden, dass die Scaffoldvarianten Sr50 und Sr100 über 28 Tage Sr2+-Ionen im Konzentrati-
onsbereich freisetzen, der sowohl die Osteogenese stimuliert, als auch die osteoklastäre Re-
sorption hemmt (Braux et al., 2011; M. Schumacher, Lode, et al., 2013; M. Schumacher et al., 
2016).  
Durch lokale Sr2+-Freisetzung kann aktiv die Knochenbildung stimuliert werden. So zeigten 
beispielsweise Titanimplantate modifiziert mit Strontium (J.-W. Park et al., 2013) oder Stron-
tium-substituiertem HAP(Li et al., 2010) eine verbesserte Osteointegration in vivo. Des Weite-
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ren ist der duale osteoanabole Effekt von Sr2+-Ionen interessant bei Patienten mit systemi-
schen Knochenerkrankungen wie Osteoporose. Deren gestörte Knochenhomöostase führt zu 
einer übermäßigen osteoklastären Resorption, wodurch die Mikroarchitektur des Knochenge-
webes verschlechtert wird und das Frakturrisiko steigert (DVO, 2017). In Deutschland leiden 
schätzungsweise 6,3 Millionen Menschen an Osteoporose, davon 24 % Frauen und 6 % Män-
ner; 52 % der Patienten erlitten im Beobachtungszeitraum von 2006-2009 eine oder mehrere 
Frakturen (Hadji et al., 2013). Das hohe Alter der Osteoporose-Patienten kombiniert mit hohen 
Behandlungskosten durch Frakturfolgen und den daraus folgenden Einbußen in Lebensquali-
tät und selbstständiger Lebensführung machen die besondere gesundheitspolitische Bedeu-
tung dieser Knochenerkrankung aus (DVO, 2017). Die klinische Versorgung der Frakturen er-
folgt zumeist mit metallischen Osteosynthese-Implantaten in Kombination mit synthetischen 
Knochenersatzmaterialien (DVO, 2017). Ein Strontium-modifiziertes Scaffoldmaterial mit der 
Eigenschaft, die Knochenneubildung aktiv anzuregen und gleichzeitig die zelluläre Resorption 
zu hemmen, wären ideal für diese Anwendung. Diese Strategie verfolgen viele Forschungsan-
sätze, u.a. Schumacher et al. mit der Entwicklung eines Strontium-modifizierten Calcium-
Phosphat-Zementes (SrCPC) (M. Schumacher, Lode, et al., 2013; Matthias Schumacher & 
Gelinsky, 2015). Im metaphysären Knochendefektmodell der osteoporotischen Ratte konnte 
mittels Flugzeit-Sekundärionen-Massenspektrometrie (TOF-SIMS) nachgewiesen werden, 
dass Sr2+-Ionen aus dem Zement lokal in die Defektregion freigesetzt wurden, was mit einer 
signifikant gesteigerten Knochenneubildung korrelierte (Thormann et al., 2013).  
Ob auch Strontium-modifiziertes mineralisiertes Kollagen durch freigesetzte Sr2+-Ionen die os-
teogene Differenzierung anregen und die Knochenneubildung stimulieren kann, wurde sowohl 
in vitro, als auch und in einer in vivo-Studie im überkritischen Femurdefekt der Maus untersucht 
und in Publikation 2.2 veröffentlicht. In vitro zeigten sich nach Scaffoldbesiedlung mit hBMSC 
besonders für Sr100 gegenüber Sr0 signifikant gesteigerte Proliferations- und Differenzie-
rungsraten, was den osteoanabolen Effekt von Strontium bestätigt. In vivo zeigte die Sr100- 
im Vergleich zur Sr0-Gruppe ein tendenziell gesteigertes Knochenvolumen mit erhöhter Oste-
oblastenzahl, signifikant weniger Osteoklasten und signifikant gesteigerter Vaskularisierung. 
Die zusätzliche Funktionalisierung mit BMP-2 ergab jedoch, dass die osteogenen Effekte, wel-
che durch die Strontium-Modifikation der mineralisierten Kollagenscaffolds induziert wurden, 
im Vergleich zum osteogenen Effekt von BMP-2 sehr gering waren. Eine knöcherne Überbrü-
ckung der Defektregion konnte im Untersuchungszeitraum ausschließlich durch Applikation 
von BMP-2 erreicht werden. Interessanterweise wirkte die Kombination von Strontium- und 
BMP-2-Funktionalisierung synergistisch, was in einer signifikant verbesserten Frakturheilung 
und gesteigerten Festigkeit des neugebildeten Knochens führte. Nachdem die Freisetzung von 
Sr2+-Ionen in vitro eine signifikante Steigerung der Proliferation und osteogenen Differenzie-
rung von hBMSC bewirkten, stellt sich die Frage, warum dieser Effekt in vivo nur verhältnis-
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mäßig schwach ausgeprägt war bzw. wie sich dieser Effekt stärken lässt. Die hohe inter-
konnektive Porosität mineralisierter Kollagenscaffolds von > 72 % (Michael Gelinsky, 2009) ist 
zwar hervorragend für die Zellbesiedlung geeignet, aber wahrscheinlich auch der Grund dafür, 
dass aus dem verhältnismäßig geringen Biomaterialanteil im 2 mm großen Femurdefekt nur 
unzureichende Sr2+-Mengen freigesetzt werden. Außerdem geht die hohe Porosität mit einer 
schnellen Degradation einher (Yokoyama et al., 2005). Da die Osteoporose-bedingten Fragili-
tätsfrakturen vor allem in Wirbelkörpern, am Hüftgelenks-nahen Oberschenkel oder am Hand-
gelenks-nahen Abschnitt der Speiche auftreten (DVO, 2017), wäre eine höhere mechanische 
Festigkeit der Knochenersatzmaterialien wünschenswert, um den Knochendefekt zusätzlich 
zur Osteosyntheseplatte zu stabilisieren. Ein potenzieller Ansatz, um sowohl die mechanische 
Festigkeit zu steigern und gleichzeitig eine langfristigere Sr2+-Freisetzung zu gewährleisten, ist 
die Herstellung von Zwei-Komponenten-Scaffolds aus Strontium-modifiziertem mineralisier-
tem Kollagen (Sr100) und Strontium-modifiziertem SrCPC nach Schumacher et al. (M. Schu-
macher, Henß, et al., 2013). Ausgehärteter SrCPC zeigt eine hohe mechanische Stabilität mit 
einer Druckfestigkeit von 50 – 60 MPa, jedoch ist dessen Porosität von < 10 % nicht geeignet 
für die Zellbesiedlung oder Vaskularisierung (A. Lode et al., 2018). Gemischt mit einer Öl-
basierten Trägerflüssigkeit kann SrCPC jedoch auch in pastöser Form appliziert werden und 
lässt sich mittels 3D-Druck zu Scaffolds mit definierter Geometrie und Makroporosität verar-
beiten, wie es bereits für pastösen Strontium-freien CPC gezeigt wurde (Anja Lode et al., 
2014). Der Computer-unterstütztem 3D-Druck erlaubt damit die Herstellung komplexer Scaf-
folds, die den hierarchischen Aufbau natürlichen Knochengewebes auf mikro- und nanoskali-
ger Ebene imitieren können (Amini et al., 2012). Diese SrCPC-Scaffolds könnten als langsam 
degradierende Stützstruktur dienen, deren Makroporen mit mikroporösem Strontium-modifi-
zierten mineralisierten Kollagen gefüllt werden, welches als biomimetische, artifizielle Kno-
chenmatrix eine Leitstruktur für einwachsende Zellen und Blutgefäßen darstellen würde. Auf 
diese Weise könnten formstabile Scaffolds klinisch relevanter Dimensionen hergestellt wer-
den, die sogar Patienten-individuell an den jeweiligen Defekt angepasst werden können. Ab-
bildung 7 zeigt ein mögliches Konzept zur Herstellung dieser Zwei-Komponenten-Scaffolds 
aus SrCPC und Sr100. 
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Abbildung 7 Konzept zur Herstellung von Zwei-Komponenten Scaffolds für die Therapie von Fragi-
litätsfrakturen bei Osteoporose-Patienten. Langsam degradierendes SrCPC als mak-
roporöse Gerüststruktur gefüllt mit Sr100-mineralisiertem Kollagen als biomimetische, 
artifizielle Knochenmatrix, die das Einwachsen von Zellen und Blutgefäßen erlaubt  
 
3.2 Chemotaxis und Angiogenese induziert durch mineralisierte Kollagenscaffolds 
mit zentralem Wirkstoffdepot 
Um Zellen mit regenerativem Potenzial aktiv aus dem umliegenden Gewebe zu rekrutieren, 
wurden Scaffolds aus mineralisiertem Kollagen mit einem zentralen Depot für chemotaktische 
und angiogene Faktoren funktionalisiert. Zunächst wurde das Scaffolddepot-Konzept mit dem 
Modell-Wachstumsfaktor VEGF, verschiedenen Depot-Varianten und HDMEC  als Modell-En-
dothelzellen charakterisiert (Publikation 2.3). Um VEGF verzögert aus dem zentralen Depot 
freizusetzen, wurden die Biopolymere Heparin, Alginat, Hyaluronsäure und auch die Kombi-
nationen Alginat-Hyaluronsäure und Alginat-Heparin als retardierende Depot-Komponenten 
getestet. Alle Varianten verzögerten die VEGF-Freisetzung. Im Gegensatz zur vorrangig phy-
sikalischen Barriere der Hydrogele Alginat und Hyaluronsäure ermöglichte Heparin aufgrund 
der hohen Affinität zu VEGF über Heparin-Bindungsmotive eine nahezu lineare Freisetzung 
über den Versuchszeitraum von 28 Tagen. Knaack et al. zeigte außerdem, dass die Komple-
xierung von VEGF mit Heparin zusätzlich die biologische Aktivität des freigesetzten VEGF 
steigert (Knaack et al., 2014). Im Migrationsversuch korrelierte die Migrationstiefe der HDMEC 
mit der retardierten VEGF-Freisetzung, was belegt, dass die Steilheit des Wirkstoffgradienten 
einen entscheidenden Parameter darstellt für die Stimulation der Vaskularisierung und die 
Rekrutierung körpereigener Zellen in tiefere Scaffoldregionen.  
Nachdem gezeigt wurde, dass das Depot-basierte Scaffoldsystem geeignet ist, durch kontinu-
ierliche Freisetzung chemoattraktiver Moleküle gezielt Zellen zur gerichteten Migration in den 
Scaffold zu stimulieren, wurde dieses Modell im Sinne des in situ Tissue Engineering-Konzepts 
weiterentwickelt: Um sowohl hBMSC zu rekrutieren, als auch die Vaskularisierung zu stimulie-
ren, wurde aufbauend auf den Arbeiten von Gabrielyan et al. das Sekretom von hypoxisch 
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konditionierten hBMSC (HCM) (Gabrielyan et al., 2014) als natürliches Wirkstoffgemisch in 
das zentrale Depot integriert. Durch Optimierung der HCM-Herstellungsparameter konnte die 
Wirkstoffausbeute stark gesteigert werden. Mit Steigerung der Wirkstoffkonzentration konnte 
auch das chemotaktische Potenzial von HCM gesteigert werden, welches jenes der Positiv-
kontrolle (20 % Fötales Kälberserum; FCS) signifikant überstieg. Mittels Chemotaxis-Assay 
identifizierte Vertelov et al. verschiedene Wachstumsfaktoren, Chemokine und inflammatori-
sche Cytokine mit chemoattraktivem Potenzial für MSC, wobei die Wachstumsfaktoren he-
patocyte growth factor (HGF), PDGF-AB, Epidermal Growth Factor (EGF) und vor allem das 
Chemokin SDF1-a die stärksten Chemoattraktanzien darstellten (Vertelov et al., 2013). Gab-
rielyan et al. untersuchte HCM 2017 mittels Angiogenese- und Cytokin-Arrays und wies unter 
anderem die chemoattraktiven Faktoren IL-6, IL-8, Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), VEGF 
und SDF1-a nach (Gabrielyan et al., 2017). Weitergehende Untersuchungen von Gabrielyan 
et al. fokussieren die standardisierte HCM-Herstellung aus Nabelschnur-MSC, deren Isolation 
und Expansion zum einen GMP-verifiziert ist und deren immunologische Naivität Immunreak-
tionen ausschließt (Gabrielyan et al., 2020). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expres-
sion der Signalmoleküle SDF-1α, IL-11 und soluble Vascular Cell Adhesion Molecule 1 
(sVCAM-1) mit steigendem hypoxischen Druck (48 h Kultivierung bei 21 %, 5 % und 2 % O2) 
deutlich stärker exprimiert wurden und dass diese allein und in Kombination stark chemotak-
tisch auf hBMSC wirkten. Auch eine leicht angiogene Wirkung dieser Faktoren konnte gezeigt 
werden. Zwar bedingt die Gesamtheit exprimierter Faktoren des MSC-Sekretoms dessen 
Funktionalität, jedoch ist dessen Anwendung behaftet mit einer undefinierten und variierenden 
Zusammensetzung. Im Hinblick auf einen klinischen Einsatz, ist eine gleichbleibende Qualität 
erstrebenswert, sodass die gezielte Kombination einzelner Schlüsselfaktoren einen möglichen 
Ansatz darstellt.  
Der synergistische Effekt der Faktoren im HCM zeigte sich vor allem in der Charakterisierung 
des angiogenen Potenzials, indem selbst stark verdünntes HCM noch zur Bildung prävasku-
lärer Strukturen führte, während äquivalente Konzentrationen rekombinanten VEGFs keine 
Wirkung mehr zeigten. Im Vergleich zu rekombinanten Einzelfaktoren ähnelt HCM als natürli-
ches Wirkstoffgemisch in seiner Zusammensetzung deutlich mehr der physiologischen Situa-
tion im Knochendefekt. In vivo führen verletzte Blutgefäße zur Hämatombildung und damit zur 
Ausbildung eines hypoxischen Bereichs, was die Expression einer Vielzahl angiogener 
Wachstumsfaktoren und Zytokine bewirkt, wodurch sowohl die Angiogenese stimuliert wird, 
als auch Stammzellen, inflammatorische Zellen und Fibroblasten zur Regeneration in die De-
fektregion rekrutiert werden (Carano & Filvaroff, 2003; Stegen et al., 2015). Wie im hypoxi-
schen Hämatom-Bereich sollen auch aus dem zentralen Wirkstoffdepot mineralisierter Kolla-
genscaffolds Signalmoleküle freigesetzt werden, um Zellen anzulocken.  
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Für eine möglichst effiziente Beladung wurde HCM mittels Dialyse entsalzt, gefriergetrocknet 
und direkt vor der Beladung mit Alginat (1 wt%) oder Zellkulturmedium (Alpha-MEM) resus-
pendiert. Das HCM-basierte Wirkstoffgemisch konnte so in 10-, 20- und 50-facher Konzentra-
tion als zentrales Depot in die mineralisierten Kollagenscaffolds injiziert werden, um dessen 
Einfluss auf die Migration von hBMSC und die Angiogenese zu untersuchen. Dabei zeigte sich, 
dass mit steigender HCM-Konzentration im Depot die Migration von hBMSC und das Einspros-
sen von prävaskulären Strukturen signifikant tiefer in den Scaffold erfolgten. Scaffolds mit Al-
ginat-basiertem HCM-Depot, zeigten einen beeindruckenden positiven Effekt auf die Angioge-
nese mit signifikant längeren und tiefer einsprossenden prävaskulären Strukturen. Die syner-
gistische Wirkung des komplexen Wirkstoffgemisches zeigte auch hier eindrücklich, dass ver-
hältnismäßig geringe Wirkstoffkonzentrationen im HCM-Gemisch – z.B. anteilig 14,6 ng VEGF 
im 10xHCM-Depot – sogar ein signifikant stärkeres angiogenes Potenzial besitzen als höhere 
Konzentrationen von einzelnem rhVEGF – 100 ng VEGF in Positivkontrolle. Der Schutz der 
Signalmoleküle vor enzymatischer Denaturierung, den Alginat als physische Barriere bietet, 
kann außerdem die verbesserte Morphologie der prävaskulären Strukturen bewirkt haben.  
Da sowohl die hBMSC-Migration, als auch die Angiogenese mit der HCM-Konzentration im 
Scaffold korrelieren, ist es sehr wahrscheinlich, dass diese durch weitere Steigerung der ein-
gesetzten HCM-Konzentration positiv beeinflusst werden. Durch Verwendung Serum-freien 
Mediums bei der HCM-Herstellung könnte dessen Konzentration gesteigert werden, da die 
verminderte Proteinmenge nach der Gefriertrocknung zu einem deutlich reduziertem Lyophi-
lisat führt, welches wiederum in einem kleineren Volumen gelöst werden kann. Außerdem kön-
nen Scaffolds klinisch relevanter Dimensionen mit deutlich größeren Mengen des HCM-
Wirkstoffgemisches beladen werden. Auch die gezielte Injektion mehrerer Depots, variierender 
Größe und Zusammensetzung, könnte die Zellattraktion und Vaskularisierung großer Kno-
chendefekte stimulieren. Auf diese Weise könnte das Scaffoldsystem entsprechend der Erfor-
dernisse eines realen, klinischen Defektes angepasst werden. 
In Zusammenarbeit mit Projektpartnern der Justus-Liebig-Universität Gießen im Rahmen des 
DFG-geförderten SFB Transregio 79 wurde die Wirkung von HCM erstmals in vivo untersucht. 
Im osteoporotischen Rattenmodell wurde eine keilförmige Osteotomie (4 mm, überkritischer 
Defekt) im distalen metaphysären Bereich des Femurs gesetzt (Alt et al., 2013). Diese wurde 
gefüllt mit einem mineralisierten Kollagenscaffold, welcher in einer eigens für dieses Defekt-
modell gefertigten Gussform hergestellt wurde. Implantiert wurden 2 Gruppen: unmodifizierte 
Kontroll-Scaffolds (MK-K) und Scaffolds mit 15-fach konzentriertem HCM – generiert von Rat-
ten-BMSC – (MK-HCM). Aufgrund der kleinen Defektgröße war keine Depot-Funktionalisie-
rung möglich, sodass die Scaffolds durch Auftropfen und anschließender Gefriertrocknung mit 
HCM funktionalisiert wurden. Die histologische und histomorphometrische Analyse nach 6-
wöchiger Standzeit zeigte nicht nur eine sehr gute Biokompatibilität ohne Entzündungsreakti-
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onen für beide Gruppen. Die Gruppe der HCM-modifizierten Scaffolds zeigte außerdem so-
wohl eine deutlich gesteigerte Anzahl großlumiger Blutgefäße, als auch eine signifikant gestei-
gerte Osteoblastenaktivität (Abbildung 8).  
 
Abbildung 8 In vivo-Studie im osteoporotischen Knochendefektmodell der Ratte. Histologische und 
histomorphometrische Analyse 6 Wochen post-OP nach Implantation von HCM-
beladenen vs. HCM-freien Scaffolds aus mineralisiertem Kollagen (MK_HCM vs. MK_K). 
A) Histologische Movat-Pentachromfärbung (gelb: mineralisiertes Gewebe) und Quanti-
fizierung der Knochenneubildung. B) Färbung und Quantifizierung des osteoblastären 
Markers Alkalischen Phosphatase und immunohistochemische α-Smooth Muscle Actin-
Färbung. C) Histomorphometrische Analyse der Knochenneubildung, Osteoblastenakti-
vität und Quantifizierung der Blutgefäße im Defektbereich (Ray et al., 2017).  
 
Das Großtiermodell Schaf wäre geeignet um das Scaffoldsystem mit zentralem HCM-
funktionalisiertem Depot in vivo zu studieren. Hierfür wäre ein Bohrlochdefekt im Femur ge-
eignet, um die Scaffolds als nicht-lasttragende Biomaterialien vor Stauchung zu schützen. Um 
sowohl die mechanische Festigkeit zu steigern, als auch der schnellen Resorption minerali-
sierter Kollagenscaffolds entgegen zu wirken, könnte auch hier die Verwendung von Zwei-
Komponenten-Scaffolds von Vorteil sein (Siehe 3.1).  
Für die Therapie von Knochendefekten überkritischer Größe stellt das hier vorgestellte Depot-
basierte Scaffoldsystem, welches synergistisch wirkende Signalmoleküle kontrolliert und nach-
haltig freisetzt, eine hochpotente Alternative zur Applikation rekombinanter Wachstumsfakto-
ren dar. Aufgrund sehr kurzer Halbwertszeiten von nur wenigen Minuten und fehlender klinisch 
zugelassener nachhaltiger Freisetzungssysteme, wird BMP-2 im klinischen Gebrauch in der 
Regel im Milligramm-Bereich appliziert, um die Knochendefektheilung zu stimulieren (El Bialy 
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et al., 2017). Diese supraphysiologischen Konzentrationen übersteigen die natürliche Konzent-
rationen von wenigen Nanogramm während der Knochen-Remodellierung um ein Millionenfa-
ches (Gamradt & Lieberman, 2004), wodurch neben hoher Kosten auch das Risiko von Ne-
benwirkungen wie vertebraler Osteolyse, ektopischer Knochenformation oder zervikaler 
Weichteilschwellung stark erhöht wird (Carragee et al., 2011). Das Depot-basierte Scaffold-
system, welches je nach Bedarf auch mit BMP-2 funktionalisiert werden kann, könnte als nach-
haltiges Freisetzungssystem diese Risiken minimieren. 
 
3.3 Potenzial und Herausforderungen für die klinische Translation 
Das interdisziplinäre Fachgebiet des Tissue Engineering wurde in den 1990er Jahren definiert 
als Methode zur Herstellung biologischer Substitute, um erkrankte, defekte oder fehlende Ge-
webe wiederherzustellen, zu erhalten oder zu verbessern (Langer, 2000). Die Möglichkeit, für 
nahezu alle Organe funktionale Gewebe in vitro züchten zu können und damit dem Mangel an 
Spenderorganen entgegen zu wirken, birgt ein enormes therapeutisches und wirtschaftliches 
Potenzial (Vacanti und Langer, 1999). Zugang zur klinischen Anwendung fanden bis jetzt vor 
allem Substitute für Gewebe wie Haut und Knorpel, in denen die Limitation der fehlenden Va-
skularisierung eine untergeordnete bzw. keine Rolle spielt (BMBF, 2013). Mit dem Ziel, die 
Verwendung autologen Knochenmaterials als Gold-Standard in der Knochendefektheilung zu-
künftig abzulösen, wurde und wird auch im Bereich des Knochen-Tissue Engineering intensiv 
geforscht, was der exponentielle Anstieg wissenschaftlicher Studien und Reviews seit 1985 
zeigt (Abbildung 9).   
 
Abbildung 9 Wissenschaftliche Studien zum Knochen Tissue Engineering 1985-2012. A) Veröffentli-
chungen auf PubMed. B) Fokus wissenschaftlicher Veröffentlichungen 2012 (nach Amini 
et al. 2012) 
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Schon vor zwei Jahrzehnten diskutierte Langer die verschiedenen Hürden des Tissue Engine-
ering-Konzepts, welche bedingt sind durch die Komplexität im Zusammenspiel aus Biomate-
rial, biomolekularer Funktionalisierung und in vitro Kultivierung mit verlässlichen Spenderzel-
len (Langer, 2000). Hinzu kommen Herausforderungen wie die Vaskularisierung, die Wahl ge-
eigneter Tiermodelle zur Testung, die Frage nach möglichen Nebenwirkungen, die Frage, wie 
der Erfolg der Tissue Engineering-Therapie optimal langfristig evaluiert werden kann, die Hür-
den der klinische Zulassung und der Wirtschaftlichkeit (Tabelle 2) (Amini et al., 2012). 
  
Tabelle 2 Aktuelle Herausforderungen und Limitationen des Knochen Tissue Engineering (nach A-
mini et al. 2012) 
 
 
Angesichts der vielen Herausforderungen, die das klassische Tissue Engineering-Konzept mit 
sich bringt, ist es sehr wahrscheinlich, dass zukünftig vor allem kosten-effektive und zellfreie 
Tissue Engineering-Konzepte für die klinische Translation attraktiv sein werden (Amini et al., 
2012). Indem beispielsweise auf die extrakorporale Scaffoldbesiedlung und die anschließende 
in vitro Kultivierung verzichtet wird – wie es bei beiden vorgestellten Strategien dieser Disser-
tation angestrebt wird – entfällt ein Großteil der genannten Limitationen und Sicherheitsrisiken 
des klassischen Tissue Engineering-Ansatzes. Ohne zelluläre Komponente würde die klini-
sche Zulassung beider Strategien durch das Medizinproduktegesetz reguliert und durch das 
Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) kontrolliert. Damit wären die re-
gulatorischen und bürokratischen Hürden der Zulassung deutlich niedriger als für klassische 
Zell-basierte Tissue Engineering-Konstrukte, welche europaweit durch die Verordnung über 
„Arzneimittel für neuartige Therapien“ (ATMP) (EC Nr. 1394/2007) strikt reguliert ist. Zusätzlich 
zur Bewertung des Biomaterials durch das BfArM erfolgt die Einstufung der zellulären Kompo-
nente durch das Paul-Ehrlich-Institut (PEI) (Janicki & Richter, 2012).  
Generell haben beide untersuchte Ansätze das Potenzial, als zellfreie „ready-to-use“-Kno-
chenersatzmaterialien zu erschwinglichen Kosten, bei geringerer regulatorischer Komplexität 
und mit gleichbleibend hoher Qualität produziert zu werden, um standardmäßig im Rahmen 
der Knochendefekt-Therapie verwendet zu werden. Durch Freisetzung von Sr2+-Ionen haben 
Strontium-modifizierte mineralisierte Kollagenscaffolds das Potenzial aufgrund des dualen Ef-
fekts sowohl die Knochenneubindung zu stimulieren, als auch dessen Resorption zu hemmen. 
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In der hier vorgestellten Form sind diese Scaffolds jedoch eher als leicht-osteogenes Bioma-
terial zur Unterstützung therapeutischer Konzepte kleinerer Knochendefekte einzusetzen. 
Die komplexere in situ Tissue Engineering-Strategie der Depot-funktionalisierten mineralisier-
ten Kollagenscaffolds hingegen hat ein großes Potenzial, die Knochendefektheilung aktiv zu 
unterstützen und stellt damit eine vielversprechende Alternative zum klinischen Einsatz des 
rekombinanten Wachstumsfaktors BMP-2 dar. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die 
kontrollierte und anhaltende Freisetzung von Chemoattraktanzien aus Wirkstoffdepots die ge-
richtete Zellmigration entlang des Wirkstoffgradienten stimuliert. Je nach Anforderung kann 
das zentrale Depot dieses Scaffoldsystems optional mit rekombinanten Einzelfaktoren, thera-
peutischen Wirkstoffen oder auch mit natürlichen Wirkstoffgemischen funktionalisiert werden. 
So ist die Weiterentwicklung des Depot-Scaffoldsystems im Rahmen eines Transferprojekts – 
aufbauend auf dem Teilprojet M4 des Transregio 79 – geplant. In Kooperation mit einem Im-
plantathersteller sollen verschiedene Formkörper aus mineralisiertem Kollagen so funktionali-
siert werden, dass eine graduelle Freisetzung von beispielsweise rekombinanten Proteinen 
oder auch natürlichen Wirkstoffgemischen gewährleistet werden kann.  
Ein überaus vielversprechendes Potenzial für die Stimulation der Regeneration von Knochen-
gewebe konnte im Rahmen dieser Arbeit für das natürliche Wirkstoffgemisch HCM gezeigt 
werden, welches aus dem Sekretom Hypoxie-konditionierter hBMSC generiert wird. Durch die 
Funktionalisierung mineralisierter Kollagenscaffolds mit einem zentralen HCM-Depot hat die-
ses Scaffoldsystem das Potenzial, Stammzell-Homing zu stimulieren und gleichzeitig die Vas-
kularisierung des Scaffolds zu induzieren. Beide Prozesse sind elementar für eine effektive 
Geweberegeneration. Eine Vielzahl verschiedener Studien untersuchte die Rolle der Vaskula-
risierung im Knochen-Tissue Engineering und zeigte die Korrelation zwischen Knochenneubil-
dung und dem Grad der Vaskularisierung (Das & Botchwey, 2011; Stegen et al., 2015). Nur 
eine angemessene Vaskularisierung ermöglicht den essentiellen Gasaustausch, die Nähr-
stoffversorgung und den Abtransport metabolischer Nebenprodukte wie Kohlendioxid oder 
Milchsäure. Die unzureichende Vaskularisierung besiedelter Tissue Engineering-Konstrukte 
hingegen führt meist zur Bildung nekrotischer Bereiche im Scaffold, was wiederum zu irregu-
lärer Knochenbildung und zu verzögerter oder ausbleibender knöcherner Konsolidierung führt 
(Amini et al., 2012; Stegen et al., 2015). Zwar ist die Charakterisierung und standardisierte 
Herstellung dieses natürlichen Wirkstoffgemisches eine Herausforderung, jedoch macht wohl 
gerade die Komplexität und die synergistischen Wechselwirkungen verschiedenster Faktoren 
dessen enormes therapeutisches Potenzial aus. Zukünftige Studien sollten demnach die Stan-
dardisierung der HCM-Generation, sowie eine bessere Quantifizierung und Charakterisierung 
der sezernierten Proteine forcieren. Im Sinne der Standardisierung und zur Steigerung der 
Ausbeute wurde im Rahmen dieser Arbeit HCM vom Sekretom der immortalisierten hBMSC-
Zelllinie hTERT-MSC generiert, um die Spendervariabilität zu umgehen. Auch das Poolen der 
Wirkstoffgemische verschiedener Spender kann die Spendervariabilität ausgleichen. So wird 
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beispielsweise Plättchenreiches Plasma (PRP) von mindestens 4 Spendern gepoolt bevor es 
bei Transfusionen (Schrezenmeier & Seifried, 2010) oder in der Orthopädie zur beschleunigten 
Wund- und Knochenheilung zum Einsatz kommt (Schallmoser & Strunk, 2009). Außerdem 
sollten Strategien zur Lagerung ohne Reduktion der Wirksamkeit erarbeitet werden, um den 
Weg für die klinische Translation HCM-funktionalisierter mineralisierter Kollagenscaffolds als 
zellfreie, kostengünstig produzierbare „off-the-shelf“ Präparate für die Knochendefekt-Thera-








Zusammenfassung  77 
 
4 ZUSAMMENFASSUNG 
Der Bedarf an modernen Konzepten der regenerativen Medizin für die Therapie von Knochen-
substanzdefekten steigt zunehmend angesichts unserer sich demographisch wandelnden Ge-
sellschaft und der damit einhergehenden, steigenden Zahl altersrelevanter orthopädisch-un-
fallchirurgischer Erkrankungen. Die wissenschaftlichen Erkenntnisse der letzten Jahrzehnte 
erlauben es, grundlegende biologische Prozesse der Knochenregeneration nicht nur besser 
zu verstehen, sondern diese auch durch gezielte Einflussnahme zu nutzen. Auf Grundlage 
dieser Erkenntnisse fokussiert die Forschung die Entwicklung moderner bioaktiver Biomateri-
alien mit dem intrinsischen Potenzial, die körpereigene Geweberegeneration lokal im Defekt-
bereich – in situ – zu stimulieren. Die Stimulation zellulärer Regenerationsmechanismen kann 
entweder direkt durch Zell-Material-Interaktion induziert werden (in situ Regeneration), oder 
durch chemotaktische Attraktion von Zellen mit regenerativem Potenzial aus dem umliegenden 
Gewebe, welche ihrerseits die Geweberegeneration induzieren (in situ Tissue Engineering). 
Ohne extrakorporale Besiedlung der Scaffolds und deren in vitro-Kultivierung vor der Implan-
tation umgehen diese in situ-Strategien mehrere Limitationen und Herausforderungen des 
klassischen Tissue Engineering-Konzepts. 
Dem in situ-Konzept folgend wurden im Rahmen dieser Dissertation zwei Strategien zur ge-
zielten Funktionalisierung eines Knochenersatzmaterials aus mineralisiertem Kollagen unter-
sucht: I) Zum einen wurde mineralisiertes Kollagen mit dem osteoanabol wirksamen Erdalka-
limetall Strontium modifiziert, um lokal die Osteogenese zu stimulieren. II) Zum anderen wur-
den poröse Scaffolds aus mineralisiertem Kollagen mit einem zentralen Depot funktionalisiert, 
welches mit einem Wirkstoffgemisch beladen wurde, welches aus dem Sekretom Hypoxie-
konditionierter hBMSC (HCM) generiert wurde. Durch gezielte Attraktion von Zellen mit rege-
nerativem Potenzial und gleichzeitiger Stimulation der Vaskularisierung soll dieses Scaffold-
system gezielt die Knochendefektheilung induzieren.  
Für die Strontium-Modifikation wurde während der Scaffoldsynthese das Calcium der Mineral-
phase sukzessive durch Strontium substituiert und die hergestellten Scaffolds eingehend ma-
terialwissenschaftlich charakterisiert (Publikation 2.1; Quade et al., 2018a). Die simultane Fib-
rillierung und Mineralisierung von Kollagen führte zur Bildung von Nanokompositen, wobei die 
Mineralphasen von nanokristallinem Hydroxylapatit (Sr0), über schwach kristalline Strontium-
reiche Phasen zu einer gemischten Mineralphase (Sr100) aus amorphem Strontiumphosphat 
und hochkristallinem Strontiumhydroxylapatit verschoben wurde. Freisetzungsversuche über 
28 Tage zeigten, dass die getesteten Varianten Sr50 und Sr100 anhaltend Sr2+-Ionen in einem 
Konzentrationsbereich freisetzten, in dem sowohl die Knochenneubildung stimuliert, als auch 
die zelluläre Knochenresorption gehemmt wird. In vitro zeigte sich der osteoanabole Effekt 
Strontium-modifizierter mineralisierter Kollagenscaffolds durch eine signifikant gesteigerte 
Proliferation und osteogene Differenzierung von hBMSC. In vivo – als Knochenersatzmaterial 
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im murinen segmentalen Femurdefekt-Modell – zeigten Strontium-modifizierte Scaffolds aus 
mineralisiertem Kollagen zwar ein tendenziell gesteigertes Knochenvolumen mit erhöhter Os-
teoblastenzahl, signifikant weniger Osteoklasten und signifikant gesteigerter Vaskularisierung, 
jedoch war der Effekt verhältnismäßig schwach und allein nicht ausreichend für eine knö-
cherne Überbrückung des Defektbereiches (Publikation 2.2; Quade et al., 2020a). Durch Kom-
bination von Sr-Modifikation und BMP-2-Funktionalisierung konnte die Qualität des neugebil-
deten Knochens signifikant gesteigert werden.  
Um das Konzept des neuartigen Wirkstoffdepot-basierten Scaffoldsystems zu testen, wurde 
das zentrale Depot zunächst mit dem Modell-Wachstumsfaktor VEGF beladen. Der Einsatz 
der Biopolymere Alginat, Hyaluronsäure und Heparin als Depotbildner erlaubt die Modulation 
der Wirkstofffreisetzung. Während die Hydrogele Alginat und Hyaluronsäure dabei als physi-
kalischen Barriere fungieren, ermöglichte die hohe ionische Bindungsaffinität von Heparin und 
VEGF dessen nahezu lineare Freisetzung über den Versuchszeitraum von 28 Tagen. Im Mig-
rationsversuch bewirkte die retardierte VEGF-Freisetzung und damit die Stabilisierung des 
Wirkstoffgradienten die gerichtete Migration von HDMEC in den Scaffold. Je verzögerter die 
VEGF-Freisetzung – und damit je steiler der Wirkstoffgradient – desto tiefer migrierten HDMEC 
in die Scaffolds (Publikation 2.3; Quade et al., 2017a). 
Entscheidend für eine effiziente Knochenregeneration ist sowohl die Attraktion von Zellen mit 
regenerativem Potenzial, als auch die Stimulation der Vaskularisierung, um den Gasaus-
tausch, die Nähstoffversorgung und den Abtransport metabolischer Nebenprodukte der Zellen 
im Defektbereich zu gewährleisten. Im Sinne des in situ Tissue Engineering-Konzepts wurde 
das zentrale Wirkstoffdepot mit einem natürliche Wirkstoffgemisch, welches aus dem Sekre-
tom Hypoxie-konditionierter hBMSC (HCM) gewonnen wurde, beladen (Publikation 2.4; 
(Quade et al., 2020b). Unter hypoxischen Bedingungen sezernieren hBMSC einen Wirk-
stoffcocktail, der unter anderem Wachstumsfaktoren, Chemokine, Hormone und Exosomen 
enthält und ein starkes angiogenes und chemotaktisches Potenzial gegenüber hBMSC zeigt. 
Um das Wirkstoffdepot möglichst effizient zu beladen, wurde zum einen die Wirkstoffausbeute 
von HCM durch Anpassung der Herstellungsparameter optimiert. Gemessen am Wachstums-
faktor VEGF konnte so die Ausbeute bis zu 100-fach gesteigert werden. Des Weiteren konnte 
durch Dialyse, Gefriertrocknung und Resuspension mit dem Depot-bildenden Biopolymer zu-
sätzlich eine bis zu 50-fache Konzentrierung des Wirkstoffgemisches erreicht werden ohne 
Verlust der Bioaktivität. Mit steigender HCM-Konzentration im Depot konnte sowohl eine tiefere 
Migration von hBMSC, als auch eine Verbesserung der Angiogenese erzielt werden. Zusätzlich 
bewirkte die retardierte HCM-Freisetzung aus Alginat-basierten Depots eine signifikante Stei-
gerung von Länge, Dichte und Einsprosstiefe prävaskulärer Strukturen. Zwar ist die Charak-
terisierung und standardisierte Herstellung des natürlichen HCM-basierten Wirkstoffgemi-
sches eine Herausforderung, jedoch ist davon auszugehen, dass dessen bedeutendes thera-
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peutisches Potenzial gerade durch die Komplexität der sezernierten Faktoren und deren sy-
nergistisches Zusammenspiel bedingt wird. Die Standardisierung der HCM-basierten Wirk-
stoffherstellung, sowie eine bessere Quantifizierung und Charakterisierung der sezernierten 
Proteine sollte in zukünftigen Studien forciert werden. 
Beide Strategien, die im Rahmen dieser Dissertation untersucht wurden, haben das Potenzial, 
als zellfreie „ready-to-use“-Knochenersatzmaterialien zu erschwinglichen Kosten, bei geringe-
rer regulatorischer Komplexität und mit gleichbleibend hoher Qualität produziert zu werden. 
Während Strontium-modifiziertes mineralisiertes Kollagen allein in vivo nur ein schwaches os-
teoinduktives Potenzial zeigte, konnte die Qualität und Festigkeit des neugebildeten Knochen-
gewebes in Kombination mit BMP-2 signifikant verbessert werden. Als leicht-osteogenes Bio-
material könnte dieses zur Unterstützung etablierter therapeutischer Konzepte eingesetzt wer-
den – vor allem bei Patienten mit systemischen Knochenerkrankungen wie beispielsweise Os-
teoporose. Das komplexere Depot-basierte Scaffoldsystem hingegen hat ein großes Potenzial 
für die klinische Translation. Zum einen kann das Depot je nach Bedarf mit verschiedensten 
Wirkstoffen beladen werden, deren Freisetzung in Abhängigkeit des Depot-bildenden Biopoly-
mers manipuliert werden kann. Beladen mit dem natürlichen HCM-basierten Wirkstoffgemisch 
zeigte das Scaffoldsystem ein beeindruckendes chemotaktisches und angiogenes Potenzial. 
Gegenüber etablierten rhBMP-2-Applikationen, stellt dieser in situ Tissue Engineering-Ansatz 
damit eine vielversprechende Alternative für die Knochendefekt-Therapie dar, bei gleichzeitig 
deutlich reduzierten Kosten und Nebenwirkungen. Zukünftige in vivo-Studien im Großtiermo-
dell sollten das regenerative Potenzial des Depot-basierten Scaffoldsystems umfassend veri-
fizieren.  
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5 SUMMARY  
Our demographically changing society causes a rising number of age-related orthopaedic and 
trauma surgical diseases. Modern approaches following the concept of regenerative medicine 
are needed for the therapeutical treatment of bone defects. Scientific findings of the last 
decades not only allow for a better understanding of fundamental biological processes in the 
field of bone regeneration, but also to use this knowledge for effective therapeutic concepts. 
Therefore, research is focusing on the development of modern bioactive biomaterials with the 
intrinsic potential to locally stimulate the body's own regeneration capacity - in situ. The 
stimulation of tissue regeneration can either be induced directly by cell-material interaction (in 
situ regeneration), or by chemotactic attraction of cells with regenerative potential from the 
surrounding tissue, which would in turn induce local tissue regeneration (in situ tissue 
engineering). Since these in situ strategies forgo the extracorporeal seeding and in vitro 
cultivation of scaffolds prior implantation, several limitations and challenges of the classical 
tissue engineering concept can be circumvented.  
Within the scope of this dissertation two strategies were investigated. Following the in situ 
concept, scaffolds based on mineralized collagen were specifically functionalized in order to 
locally induce bone defect healing: I) On the one hand, mineralised collagen was modified with 
strontium to locally stimulate osteogenesis. II) On the other hand, porous scaffolds of 
mineralised collagen were functionalised with a central depot loaded with a cocktail of 
signalling factors generated from the secretome of hypoxia-conditioned hBMSC (HCM). By 
specifically attracting cells with regenerative potential and simultaneously stimulating 
vascularisation, this scaffold-system could actively induce bone defect healing.  
For the strontium modification, the calcium of the mineral phase was successively substituted 
by strontium during the scaffold synthesis. The generated scaffolds were characterised in detail 
from a material science perspective (publication 2.1; Quade et al.et al., 2018a). In all tested 
approaches simultaneous collagen fibrillation and mineralisation led to the formation of 
nanocomposites. With rising strontium substitution, the mineral phases shifted from 
nanocrystalline hydroxylapatite (Sr0), via weakly crystalline strontium-rich phases to a mixed 
mineral phase of amorphous strontium phosphate and highly crystalline strontium 
hydroxylapatite (Sr100). Release experiments showed that the scaffold variants Sr50 and 
Sr100 released Sr2+-ions continuously over 28 days in a range, which is known to exploit the 
dual effect of strontium by simultaneously promoting proliferation and osteogenic differentiation 
as well as inhibiting the osteoclastic bone resorption without impairing the osteoclastogenesis. 
In vitro, the osteoanabolic effect of strontium-modified mineralised collagen scaffolds was 
demonstrated by significantly increased proliferation and osteogenic differentiation of hBMSC. 
In vivo - in the murine segmental femoral defect model - strontium-modified scaffolds made of 
mineralised collagen showed a tendency to increase bone volume with an increased number 
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of osteoblasts, significantly reduced osteoclasts and significantly increased vascularisation. 
However, the effect was relatively weak and not sufficient to cause a bridging of the defect 
area (publication 2.2; Quade et al., 2020a). By combining Sr modification and BMP-2 
functionalisation, the quality of the newly formed bone was significantly improved. 
To test the concept of the novel depot-based scaffold system, the central depot was loaded 
with the model growth factor VEGF. The use of the biopolymers alginate, hyaluronic acid and 
heparin as depot-forming agents allowed the modulation of drug release. While the hydrogels 
alginate and hyaluronic acid act as a physical barrier, the high ionic binding affinity of heparin 
and VEGF facilitated an almost linear VEGF-release over the experimental period of 28 days. 
In migration experiments, the retarded VEGF release and thus the stabilisation of the VEGF- 
gradient caused the directed migration of HDMEC into the scaffolds. The slower the VEGF 
release - and thus the steeper the drug gradient - the deeper HDMEC migrated into the 
scaffolds (publication 2.3; Quade et al., 2017). 
Crucial for an efficient bone regeneration is both the attraction of cells with regenerative 
potential and the stimulation of vascularisation to ensure gas exchange, nutrient supply and 
removal of metabolic by-products in the defect area. In line with the in situ tissue engineering 
concept, the central depot was loaded with a natural factor mix obtained from the secretome 
of hypoxia-conditioned hBMSC (HCM) (publication 2.4; (Quade et al., 2020b). Under hypoxic 
conditions, hBMSC secrete a cocktail of active substances that contains, among others, growth 
factors, chemokines, hormones and exosomes. This factor mix shows a strong angiogenic 
potential and is highly chemo-attractive to hBMSC. In order to load the scaffold depot as 
efficiently as possible, the signalling factor-yield of HCM was optimised by adjusting the 
cultivation settings for HCM-generation. Measured by VEGF as a model growth factor, the yield 
was increased up to 100 times.  
In addition, dialysis, freeze-drying and resuspension with the depot-forming biopolymer made 
it possible to achieve another 50-fold concentration without loss of bioactivity. With increasing 
HCM-concentration in the depot, both a deeper migration of hBMSC and an improvement in 
angiogenesis could be achieved. In addition, the retarded release of HCM from alginate-based 
depots resulted in a significant increase in length, density and sprouting depth of prevascular 
structures. Although the characterisation and standardised production of the natural HCM-
based signalling factor cocktail is challenging, it can be assumed that its significant therapeutic 
potential relies particularly on that complexity of the secreted factors and their synergistic 
interaction. The standardized production of HCM-derived signalling factor cocktails, as well as 
a better quantification and characterisation of the secreted proteins should be focused by future 
studies. 
Both strategies investigated in this dissertation have the potential to be produced as cell-free 
"ready-to-use" bone substitute materials at affordable costs, with less regulatory complexity 
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and with consistently high quality. While strontium-modified mineralised collagen alone showed 
only a weak osteoinductive potential in vivo, the quality and strength of the newly formed bone 
tissue was significantly improved in combination with BMP-2. This light-osteogenic biomaterial 
could be used to support established therapeutic concepts - especially in patients with systemic 
bone diseases such as osteoporosis. The more complex depot-based scaffold system on the 
other hand has great potential for clinical translation. Depending on the application, the depot 
can be loaded with a wide variety of active substances – their release kinetics in turn can be 
manipulated depending on the depot-forming biopolymer. Loaded with the natural HCM-
derived cocktail of signalling molecules, the scaffold system showed an impressive 
chemotactic and angiogenic potential. Compared to established rhBMP-2 applications, this in 
situ tissue engineering approach represents a promising alternative for bone defect therapy, at 
significantly reduced costs and side effects. Future in vivo studies in large animal models 
should verify the regenerative potential of the herewith developed depot-based scaffold 
system. 
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schen Universität Dresden anerkenne. 
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VIII ANLAGE 2 DER PROMOTIONSORDNUNG 
 
Hiermit bestätige ich die Einhaltung der folgenden aktuellen gesetzlichen Vorgaben im 
Rahmen meiner Dissertation 
 
  
• die Einhaltung der Bestimmungen des Tierschutzgesetzes  









• die Einhaltung von Datenschutzbestimmungen der Medizinischen Fakultät und des 
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